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Resumo

Aspectos estruturais, dindmicos e de mudangas no estado fisico e forma de agregacdo de
bicamadas de Lipidio A foram investigadas utilizando a técnica de simulagdo computacional por
dindmica molecular com um campo de forga atomistico. Sistematicamente diferentes cations
(Na‘e Mg”"), em diferentes temperaturas (278K, 300 K e 328 K) e variagdes fenotipicas (lipidios
hexa-, penta- e tetracilados) foram testadas em bicamadas de Lipidio A de duas diferentes
bactérias (Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli). Dessa maneira, conseguimos
caracterizar fases distintas de bicamadas de Lipidio A de P. aeruginosa, além de obter resultados
consistentes com as temperaturas de transi¢do de fase para as membranas das duas espécies de
bactéria Gram-negativas. As simula¢des apontaram também que ions monovalentes induzem um
rearranjo na membrana da fase lamelar para uma fase ndo-lamelar. O estado de agregacao das
bicamadas de Lipidio A mostrou-se uma combinac¢do importante de dois fatores: a conformagao
adotada pelo lipidio (se tem um formato mais conico ou cilindrico) e a habilidade do contraion
presente em realizar pontes entre os grupos fosfatos de unidades lipidicas distintas. A correlagdo
entre o angulo de inclinagdo entre os anéis de glucosamina e o plano da membrana — proposi¢ao
experimental utilizada para explicar a endotoxicidade e forma de agregacdo do Lipidio A — ndo

foi observada de maneira quantitativa em nossos célculos.

Palavras-chave:  Lipidios. = Endotoxicidade. = Simulacdo = Computacional.  Estrutura

Supramolecular



Abstract

Structure, dynamics, phase transition and general assembly of Lipid A bilayers were
investigated in this work through atomistic molecular dynamics simulations. A range of
temperature (278K, 300K e 328K), cations (mono- and bivalentes: Mg®" and Na") and
phenotypes of Lipid A (hexa-, penta- and tetraacilated) of two different Gram-negative bacterias
(Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli) have been tested in order to characterize the
membranes and its properties. Validation for model systems included the appropriate description
of area per lipid, order parameter, spatial chemical group distribution and membrane solvation
and structure as a function of temperature variation. Moreover, our findings show that Lipid A
bilayers undergo from a lamellar to non-lamellar arrangement in the presence of monovalent
ions. This is due to the inability of these ions to crosslink phosphate groups from neighboring
Lipid A units. Our findings support two dominant aspects governing Lipid A bilayer membrane
assembly: the shape of Lipid A units (conical vs cylindrical) and the ability of the counter ion to
crosslink between different phosphate groups. Analysis of simulated trajectories do not support
quantitatively the experimental proposition that correlates the tilt angle between the

glucosamines rings of Lipid A and the membrane plane with acyl chain phenotypical variation.

Keywords: Lipids. Endotoxicity. Computer Simulation. Supramolecular Structure.



Lista de Figuras
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Figura 1.1: Representacdo de bastdes de um Lipidio A com as suas regides
hidrofobicas (cadeias aciladas), semipolar (grupos alcoodis, amino e ésteres) e
polares (agticares e grupos fosfato) indicadas. Atomos de hidrogénio representados
na cor branca, de oxigénio em vermelho; de fésforo em bronze; carbono em verde e
nitrogénio em azul, respectivamente.

Figura 1.2: Estrutura geral de um glicerofosfolipidio e seus substituintes mais
comuns e carga total em pH = 7 (Nelson e Cox, 2008).

Figura 1.3: Figura ilustrativa do modelo de mosaico fluido demonstrando a
complexa composi¢cao de uma membrana lipidica [Nelson e Cox, 2008].

Figura 1.4: Movimentos individuais de lipidios em bicamadas. (a) Difusao lateral
da ordem de pm’s™'. (b) Movimento de flip-flop em bicamadas com duragéo de dias
(forma ndo-catalizada) [Nelson e Cox, 2008].

Figura 1.5: Relacdo entre o formato do lipidio (de comprimento de cadeias
alquiladas (L) e area da cabeca (A)) e as diferentes formas de agregacao possivel:
(a) agregado esférico; (b) agregado cilindrico e (c) agregado planar. A estimativa do
valor de pardmetro de empacotamento estd indicada na ultima coluna.

Figura 1.6: Representacdo de trés possiveis formas de agregagdo de membranas
lipidicas em solu¢do aquosa e sua relagdo com a estrutura primaria do lipidio
formador da macroestrutura (a) vesiculas (b) bicamadas ¢ (c) vesiculas. [Nelson e
Cox, 2008].

Figura 1.7: Mudanca de fase em membranas lipidicas sobre influéncia da
temperatura. No topo da imagem membrana em estado paracristalino e na parte
inferior membrana em fase fluida [Nelson e Cox, 2008].

Figura 1.8: Esquema da disposi¢do dos lipidios em membranas em diferentes fases.
Da esquerda para a direita: Lg (fase gel ordenada), Lg-(fase gel inclinada), Pg: (fase
ripple) e L, (fase liquido-cristalina) [Lipowsky e Sackmann, 1995].

Figura 1.9: (Topo) Caracterizagdo da transicdo de fase em membranas lipidicas
através de medidas de absor¢ao de calor. Periodo de pré-transi¢ao fase indicado no
grafico. Estrutura da membrana em estado paracristalino (azul) e conformacao
trans das ligagdes carbono - carbono indicadas. Estrutura da membrana em estado
fluido (rosa) e conformagdes gauches adotadas nas ligagdes carbono — carbono.
Figura 1.10: Esquema geral de uma molécula de LPS. Os grupos basicos da
estrutura estdo identificados na parte de baixo da figura. As diferentes regides
também estdo indicadas na figura: Lipidio A, Nucleo Oligossacaridico (interno e
externo) e Antigeno O. Na parte de cima, estd a classificagdo do LPS de acordo
com a presenga de cada subunidade também estd destacada: R (rugoso), SR
(semirugoso) e L (liso). (Adaptado de Pupo e Hardy, 2009).

Figura 1.11: Estrutura dos quimiotipos de Lipidios A mais comuns de cada bactéria
Gram-negativa. Os numeros na parte de inferior em cada quadro indicam o
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comprimento das cadeias lipidicas. A atividade endotoxica de cada lipidio estd
indicada, de maneira qualitativa, pelo sinal de positivo [Erridge et al, 2002].

Figura 3.1: a) Condi¢des periddicas de fronteira 2D: as particulas que se movem
fora da caixa de simula¢do sdo substituidas por uma equivalente proveniente de
uma imagem da caixa. b) Estrutura de funcionamento da busca por vizinhos onde as
interacdes ndo-ligadas sdo calculadas, se os atomos estdo situados num dado raio de
corte, dentro da propria caixa ou nas caixas vizinhas [Allen, 2004].

Figura 3.2: Representacdo dos termos ligados compdem a funcdo de energia
potencial em mecanica molecular. Os atomos em amarelo ¢ um exemplo do termo
de ligacdo, os atomos em verde representam o angulo de ligagdo e os atomos em
vermelho o tempo de angulo diedro na molécula.

Figura 4.1: Estrutura quimica da molécula de Lipidio A (a) hexa- (b) penta- e (c)
tetraacilado.

Figura 4.2: Representagdo de uma caixa de simulagdo de uma bicamada de Lipidio
A de Pseudomonas aeruginosa pentaacilado tendo o Mg>" como contraion. Os ions
estdo representados por esferas de cor roxa, as moléculas de agua por esferas de van
der Waals e os lipidios por bastdes. O instantdneo da imagem ¢ do primeiro
nanosegundo de simulagdo.

Figura 4.3: Representagdo bidimensional do raio r e Ar para o célculo de g;i(r) para
a  particula central ¢ em relagdo as  particulas j  (fonte:
[http:// www.compsoc.man.ac.uk/~lucky/Democritus/ Theory/rdf.html] ) .

Figura 4.4: (b) Relacdo entre cada esfera de coordenagdo do grafico bidimensional
com os picos do grafico para um fluido monoatomico (fonte: [Ziman, 1979]).
Figura 4.5: Principais defini¢cdes envolvidas no calculo do pardmetro de ordem Scp
em cadeias alifaticas de lipidios (fonte: [Petrache et al, 1999]).

Figura 5.1.1: Energia potencial (kJ/mol) das bicamadas de Lipidio A penta- e
hexaaciladas tendo o Na* e 0 Mg®* como contraions.

Figura 5.1.2: Area por cabega de Lipidio A (nm?®) das membranas hexa- e
pentaaciladas tendo Na* e Mg®" como contraions

Figura 5.1.3: Estrutura final das membranas de Lipidio A hexa- e pentaaciladas
contendo Mg*" (superior) e estruturas contendo Na* como contraions (inferior). O
instante de tempo da simulacdo correspondente a estrutura estd indicada em cada
figura. As membranas contendo o ion Na' (nahex 300 e napent 300) foram
representadas por cortes na regido da membrana e apenas a regido contendo os
lipidios foi reproduzida.

Figura 5.1.4: Angulo de inclinagdo dos anéis de glucosamina do Lipidio A hexa- e
pentacilado tendo o Mg®" como contraion em relagdo ao plano da membrana. O
angulo foi medido durante os tltimos 50 ns de trajetdria equilibrada.

Figura 5.1.5: Frequéncia normalizada dos éangulos de inclinagdo entre as
glucosaminas e o plano da membrana nas bicamadas de Lipidio A hexa- e
pentaaciladas contendo o fon Mg”".

Figura 5.1.6: Razdo entre o raio de giro dos grupos terminais das cadeias aciladas
(CHs) e dos anéis de glucosaminas de Lipidio A hexa- e pentaacilados tendo o Na"
e o Mg”" como contraions. As médias foram feitas sobre todos os lipidios da
bicamada e nos ultimos 50ns de trajetdria equilibrada.

Figura 5.1.7: Perfis de densidades parciais de nimero (nm™) ao longo do eixo Z de
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alguns grupos quimicos selecionados para as membranas de Lipidio A contendo
Na“ e Mg™". O calculo foi realizado nos wltimos 50 ns simulados de trajetoria
equilibrada de cada simulagao.

Figura 5.1.8: Fung¢des de distribui¢do radial do par fon — O (H,O) para as
bicamadas de Lipidio A hexa- e pentaaciladas contendo os fons Na" e Mg”". Os
graficos foram feitos para os ultimos 50 ns de trajetdria equilibrada.

Figura 5.1.9: Fungdes de distribuigdo radial do par P - fon para as bicamadas de
Lipidio A hexa- e pentaaciladas contendo os ions Na“ e Mg*". Os graficos foram
feitos para os ultimos 50 ns de trajetéria equilibrada.

Figura 5.1.10: Indicacdo das cadeias sn-1, sn-2 e sn-3 na molécula de Lipidio A.
Entre parénteses o nimero de atomos de carbono incluidos para andlise em cada
cadeia.

Figura 5.1.11: Parametro de ordem médio para os atomos das cadeias aciladas do
Lipidio A em cada simulag@o. A propriedade foi calculada para os tltimos 50 ns de
trajetoria equilibrada.

Figura 5.1.12: Freqiiéncia ndo-normalizada dos angulos de inclina¢do do Lipidio A
hexa- e pentaacilado contendo jons Na“ e Mg”" em relagdo ao eixo Z. O angulo foi
medido para os ultimos 50 ns de cada simulagao

Figura 5.2.1: Conformacdo do Lipidio A e relagdo com sua endotoxicidade: (A)
altamente endotoxico; (B) endotoxico; (C), (D) e (E) sdo inativos. [Seydel et al,
2000].

Figura 5.2.2: Energia potencial (kJ/mol) das membranas de Lipidio A hexa-, penta-
e tetraaciladas contendo fons Na“ e Mg”" ao longo de toda a trajetoria.

Figura 5.2.3: Area por cabe¢a (nm?) para das membranas de Lipidio A hexa-, penta-
e tetraaciladas contendo fons Na“ e Mg”>" ao longo de toda a trajetoria

Figura 5.2.4: Estrutura final das bicamadas de Lipidio A hexa-, penta- e
tetraaciladas contendo ions Na® e Mg®". A membrana ecoli namp300 foi
representada por um corte no eixo Z onde a maioria dos Lipidios A estavam
concentrados. O tempo correspondente a estrutura representada esta indicado entre
parénteses.

Figura 5.2.5: Perfis de densidades parciais (kg/m’) de massa das membranas
Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas contendo fons Na“ e Mg*". O perfil foi
calculado nos ultimos 70 ns de trajetoria equilibrada de cada membrana.

Figura 5.2.6: Estrutura final da membrana de Lipidio A tetraacilado contendo ions
Mg**. A linha marrom indica uma posigdo do eixo Z onde a densidade de moléculas
de agua (van der Waals) co-existe com a do nucleo hidrofébico da membrana, sem
necessariamente haver uma grande quantidade de moléculas de agua dentro desse
nicleo como indicado no perfil de densidade da membrana.

Figura 5.2.7: Indicagdo das cadeias sn-1, sn-2, sn-3 e sn-4 nas variagdes fenotipicas
de Lipidio A. A esquerda temos o hexaacil Lipidio A de E. coli e a direita o
tetraacil Lipidio A de P. aeruginosa.

Figura 5.2.8: Pardmetros de ordem dos 4tomos de deutério para as cadeias aciladas
das membranas Lipidio A hexa-, penta- ¢ tetraaciladas contendo fons Na“ e Mg*". A
andlise foi realizada nos ultimos 70 ns de trajetéria equilibrada de cada membrana.
Figura 5.2.9: Transi¢do de fase de membranas de Lipidio A de E. coli [Gutsmann et
al, 2000]. A faixa de temperatura de transi¢ao estd indicada em vermelho.
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Figura 5.2.10: Fungdes de distribui¢do radial entre o ion e o 4&tomo de oxigénio da
4dgua para as membranas Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas contendo ions Na"
e Mg”". A analise foi realizada nos altimos 70 ns de simulagio.

Figura 5.2.11: Fungdes de distribui¢do radial entre o ion e o 4tomo de fosforo do
grupo fosfato para as membranas Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas contendo
fons Na" e Mg”". A anélise foi realizada nos ultimos 70 ns de simulagio.

Figura 5.2.12: Razdo entre os raios de giro dos grupos metis terminais das cadeias
aciladas e dos anéis de glucosamina das unidades de membranas Lipidio A hexa-,
penta- e tetraaciladas contendo fons Na“ e Mg”". As médias foram calculadas sobre
todas as moléculas de lipidio da bicamada nos ultimos 70 ns de simulagao.

Figura 5.2.13: (a) Angulo de Inclinagdo entre os anéis de glucosamina do Lipidio A
e o plano da membrana. A propriedade foi medida nos ultimos 70 ns de cada
simulagdo. (b) Angulo de inclinagdo de algumas espécies de Lipidio A medidos por
radiagdo de infravermelho polarizada [Seydel et al, 2003].
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Lista de Tabelas
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Tabela 1.1: Valores de coeficiente de difusio lateral de lipidios [pm® s'] em
membranas lipidicas medidas através de espectroscopia de fluorescéncia [Machan e
Hof, 2010]. A temperatura (°C) da medida est4 indicada entre parénteses. O suporte
da bicamada lipidica est4 indicada pelos superescritos ™ mica ou @ quartzo.

Tabela 4.1 — Relacdo das simulagdes computacionais realizadas neste trabalho com
especificagdo do tipo de contra-ion, estrutura quimica do Lipidio A na bicamada,
temperatura (K), tempo de simulagdo (ns) e sigla para identificacdo da simulagao.

Tabela 5.1.1: Valores médios e desvio-padrao para a razdo entre os raios de giro
CH3/NAc-Glc para os quimiotipos hexa- e pentacilados contendo ions Mg®" e Na”
calculados nos ultimos 50 ns de simulagao.

Tabela 5.1.2: Numeros de coordenagdo dos pares Ion — P e Ion — O (H,O) para as
membranas de quimiotipos penta- e hexaacilados contendo os ions Mg”" ¢ Na".
Tabela 5.2.1: Valor médio com desvio-padrdao para a area por cabega de Lipidio A
(nm?) dos sistemas lamelares simulados nessa etapa do estudo. Os valores foram
calculados para os ultimos 50 ns da trajetdria equilibrada.

Tabela 5.2.2: Valores médios com os seus respectivos desvios-padrdes para os
pardmetros de ordem de deutério das membranas simuladas. Os resultados estdo
separados por espécie de bactéria.

Tabela 5.2.3: Numeros de coordenagdo dos pares Ion — P e Ion — O (H,O) para as
membranas de E. coli quimiotipos hexaacilado e mono- e difosforilado, além da
membrana de P. aeruginosa tetraacilada.

Tabela 5.2.4: Valores médios e desvio-padrdo para a razdo entre os raios de giro
CH3/NAc-Glc para os quimiotipos de E. coli e P. aeruginosa contendo ions Mg*" e
Na" calculados nos tltimos 50 ns de simulacéo.
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NVT

PME

FT-IR
DLPC
DOPC
DSPC
POPC
CMC

Scp

Lista de Siglas e Abreviaturas

Significado
Difusdo Lateral de Lipidios
Fase liquido-cristalino
Fase gel ordenada
Fase gel inclinada
Fase ripple
Transition Melting (Temperatura de Transicao de Fase)
Lipopolissacarideo
Acido 3-Deoxi-D-manno-Oct-2-ulosonico
Dinamica Molecular
Sigla para o ensemble candnico
Sigla para o ensemble isotérmico-isobarico
Particle Mesh Ewald
Fourier Transformation — Infrared (Infravermelho com Transformada de Fourier)
1,2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfocolina
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
1,2-distearoil-sn-glycero-3-fosfocolina
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
Concentragao Micelar Critica
Area por cabega de lipidio
Pardmetro de ordem de deutério
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1. Introducao

1.1) Lipidios e Membranas Bioldgicas

1.1.1) Lipidios

Os lipidios, juntamente com as proteinas, os acidos nucléicos e os agucares, formam uma
das quatro classes basicas para constru¢do das moléculas bioldgicas [Nelson e Cox, 2008].
Existem cerca de 30000 estruturas quimicas (incluindo isomeros), classificadas como lipidios,
ocorrendo naturalmente. Os lipidios possuem papéis como armazenador de energia, sinalizador
de processos quimicos e integrantes de membranas celulares [Fahy et a/, 2009]. Podemos citar
como exemplo de lipidios as gorduras, dleos, algumas vitaminas e hormdnios € componentes de
proteinas de membranas [Voet e Voet, 2011].

Em geral, os lipidios sdo moléculas anfifilicas compostas de um dominio hidrofobico,
uma estrutura semipolar e uma cabega polar como podem ser visto na Figura 1.1 [Nelson e Cox,
2008]. O dominio hidroféobico ¢ normalmente composto por cadeias de acidos graxos de
extensdo varidvel, essas cadeias sdo ligadas a uma estrutura semipolar, mais comumente
moléculas de esterol ou glicerol. As hidroxilas desses dois grupos tendem a interagir mais
fortemente com a cabega do lipidio ou outros grupos polares. A cabega do lipidio normalmente ¢
formada por um grupo polar e ligada quimicamente a esse grupamento semipolar.

Pela grande quantidade de lipidios existentes, com uma grande variedade de grupos
quimicos funcionais e fungdes no organismo, existem diversas formas de classificar os lipidios
[Fahy et al, 2009b]. A forma mais adotada nos livros textos de bioquimica ¢ classifica-los pelas
fungdes exercidas nos organismos vivos. Nesse caso, temos lipidios desenvolvendo fungdes de
armazenamento de energia, constituinte de membranas, co-fatores e até pigmentos [Nelson e
Cox, 2008; Voet e Voet, 2011].
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cabega hidrofilica

regido semipolar

regido hidrofobica

Figura 1.1: Representagdo de bastdes de um Lipidio A com as suas regides hidrofobicas
(cadeias aciladas), semipolar (grupos alcodis, amino e ésteres) e polares (aglicares e grupos
fosfato) indicadas. Atomos de hidrogénio representados na cor branca, de oxigénio em vermelho;
de fosforo em bronze; carbono em verde e nitrogénio em azul, respectivamente.

Enumerando brevemente alguns lipidios em cada um dos seus papéis citados, podemos
citar os acidos graxos e triacilglicer6is como armazenadores de energia localizados em grande
quantidade nos seres vivos; as vitaminas A, E, D e K estdo presentes no metabolismo de animais;
as prostaglandinas s3o hormonios potentes; além de lipidios contendo ligagcdes duplas
conjugadas que sao encontrados como pigmentos em flores e frutas [Nelson e Cox, 2008, Voet e
Voet, 2011].

Em se tratando do papel estrutural desenvolvido por lipidios, eles sdo desempenhados por
lipidios com cabegas polares e cadeias nao-polares arranjados de maneiras diversas (ver secao a
seguir) na forma de membranas. Os mais abundantes sdo os glicerofosfolipidios (lipidios com a
regido hidrofobica formada por cadeias de acidos graxos ligadas a glicerdis e cabega contendo
grupos fosfato), galactolipidios e sulfolipidios (de estrutura semelhante aos glicerofosfolipidios,
mas sem a presenca de fosfatos), archeatetraéteres lipidios (com cadeias de acidos graxos
apresentam grupos glicerdis no seu final), esfingolipidios (uma cadeia de acidos graxos ¢ ligada
a uma amina), esfingosina e esterois (sistemas com quatro anéis hidrocarbonetos fundidos)
[Nelson e Cox, 2008].

Os lipidios que constituem as membranas podem ter unidades de actcar ligadas a eles,
sao os chamados glicolipidios. Na figura a seguir, vemos as estruturas basicas de alguns lipidios
que formam membranas:
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o]
I
TcH,—o0—C W\/\/\/\/\/\ Saturated fatty acid
o (e.g., palmitic acid)
Glycerophospholipid Il

2 Unsaturated fatty acid

(general structure) CH—0—C — ated !
\/\/\/\/_\/\/\\/\/ (e.g., oleic acid)
(o]
. I
CH—0—P—0— X
o Head-group
substituent
Name of Net charge
glycerophospholipid Name of X Formula of X (at pH 7)
Phosphatidic acid — —H -1
- - - +
Phosphatidylethanolamine Ethanolamine — CH2—CH2—NH3 0
+
Phosphatidylcholine Choline — CH2—CH2—N(CH3)3 0
+
Phosphatidylserine Serine —CH2—CH—NH3 =1
Co0™
Phosphatidylglycerol Glycerol — CHZ—CIH —CH;—OH -1
Phosphatidylinositol myo-Inositol 4,5- -4
4,5-bisphosphate bisphosphate
Cardiolipin Phosphatidyl- —Clﬂz 'y
glycerol CHOH o
CHz—O—II’—O—CH;
- i
CH—O0—C—R!
1,
CH,—0—C—R

Figura 1.2: Estrutura geral de um glicerofosfolipidio e seus substituintes mais comuns e carga
total em pH = 7 (Nelson e Cox, 2008).
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1.1.2) Membranas Bioldgicas

Membranas biolodgicas, compostas majoritariamente por lipidios, sdao estruturas
essenciais para os organismos vivos devido ao papel de compartimentalizacdao e regulagdo do
transporte entre o interior ¢ o exterior da célula e organelas. As membranas bioldgicas sdo
estruturas complexas que abrangem uma grande escala de tamanhos e de movimentos em
unidades bastante variaveis de magnitude e tempo. O modelo mais adotado para estudar o
comportamento de membranas bioldgicas ¢ o chamado de modelo de mosaico fluido [Singer e
Nicolson, 1972]. Esse modelo considera as membranas bioldgicas como um liquido
bidimensional onde proteinas e lipidios difundem de maneira e velocidade variada. As proteinas
s6 nao difundem nessa estrutura, caso estejam associadas com outros componentes celulares.
Esse modelo emergiu a partir de medidas experimentais de fusdo de células (Frye e Edidin,
1970) e consegue descrever também as principais caracteristicas das membranas biologicas
como a permeabilidade seletiva para moléculas, seu papel estrutural de compartimentalizagao
celular e sua composigao complexa de lipidios, peptideos e proteinas.

Oligosaccharide

chains of )
glycoprotein 5
. Outside
o

Lipid
bilayer

Phospholipid -
polar heads

Peripheral protein
covalently linked

Peripheral
to lipid

Integral protein protein
(single trans-
membrane helix)

Figura 1.3: Figura ilustrativa do modelo de mosaico fluido demonstrando a complexa
composicao de uma membrana lipidica [Nelson e Cox, 2008].

No modelo, a bicamada lipidica tem um papel duplo: é o solvente para as proteinas de
membrana e ainda uma barreira de permeabilidade. Proteinas de membrana sdo livres para
difundir lateralmente na matriz lipidica, exceto se estiverem ancoradas na membrana por alguma
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interacdo especial. Os lipidios também podem se difundir no plano da membrana, num
movimento chamado de difusdo lateral. Alguns valores tipicos de difusdo lateral de lipidios estao
indicados na Tabela 1.1 a seguir [Machan e Hof, 2010]. A propriedade mostra-se dependente nao
somente da forma de agregacdo da membrana, composi¢cdo e temperatura da medida.

Tabela 1.1: Valores de coeficiente de difusdo lateral de lipidios [pm® s'] em membranas
lipidicas medidas através de espectroscopia de fluorescéncia [Machan e Hof, 2010]. A

temperatura (°C) da medida estd indicada entre parénteses. O suporte da bicamada lipidica esta
(m) (@

indicada pelos superescritos " mica ou ‘¥ quartzo.
Composicio da Membrana \ Dy, [pm’s™]
Vesiculas Gigantes Unilamelares
DLPC (23) 4.4+ 0.9 [Schwille et al, 1999]
DOPC/SM/Colesterol 2/2/1 (20) 6.1 = 0.5 [Kahya e Schwille, 2006]
DOPC/DSPC 1/1 (20) 6.5 £ 0.4 [Scherfeld et al, 2003 ]
DLPC/DPPC 3/2 (25) 5.1 £ 0.4 [Scherfeld et al, 2003 ]
POPC (25) 7 £ 3 [Gielen et al, 2009]
Bicamadas Lipidicas em Suportes
™ DOPC (25) 4 + 0.4 [Benda et al, 2003]
™ DOPC/Colesterol 7/3 (25) 1.1 £0.2 [Benda et al, 2003]
@ DLPC (23) 2.6 + 0.2 [Zhang e Granick, 2005]

O movimento de difusdo lateral de lipidios ndo-catalizado ocorre nas escalas de
velocidade indicadas na Tabela 1.1 e € sensivelmente mais rapido que o movimento de flip-flop
(Figura 1.4). Onde um lipidio se move de uma camada para outra da membrana. Esse movimento
de flip-flop ocorre na ordem de diversas horas. Essa grande diferenga de tempo associado a cada

movimento ¢ um importante fator para garantia da preserva¢do da assimetria da membrana
[Tresset, 2009].




19

Figura 1.4: Movimentos individuais de lipidios em bicamadas. (a) Difusdo lateral da ordem de
um’s™. (b) Movimento de flip-flop em bicamadas com duragio de dias (forma ndo-catalizada)
[Nelson e Cox, 2008].

Observando a Figura 1.3 nota-se, mesmo de maneira qualitativa, que a composicao
variavel de uma membrana bioldgica frequentemente as tornam bastante complexas para estudos
fisicos. Apesar disso, o esqueleto principal de uma membrana é composto por lipidios que
servem como uma matriz fluida para a inclusdo e agregagdo de outras moléculas. Entdo, a
natureza ordenada de bicamadas lipidicas ¢ um sistema modelo ideal para estudar a estrutura e
dinamica das membranas. Apesar das membranas bioldgicas serem sistemas dindmicos, além de
compostas de varios tipos de lipidios, ¢ possivel aproximar, muitas vezes de maneira precisa, o
estudo de membranas como sistemas de bicamadas de um unico tipo de lipidio e algumas
moléculas ancoradas nela. Basicamente esse ¢ o arranjo adotado em muitas simulagdes
computacionais € arranjos experimentais.

De acordo com o livro texto Biochemistry por Lubert Stryer [Stryer, 2009], as diversas
membranas bioldgicas apresentam as seguintes caracteristicas:

1) As membranas consistem basicamente de lipidios e proteinas numa razao de massas que varia
de 1:4 até¢ 4:1. Algumas membranas contém também carboidratos que sao ligados as proteinas e
lipidios. A espessura das membranas lipidicas variam de 6 at¢ 10 nm.

2) Os lipidios das membranas sao moléculas relativamente pequenas com porgdes hidrofobicas e
hidrofilicas que se arranjam espontaneamente formando agregados que sdo barreiras para o fluxo
de moléculas polares.

3) As proteinas que se ligam as membranas, conferem as mesmas fungdes especificas como
bombas, canais, receptores e enzimas. Proteinas de membranas sdo normalmente embutidas em
bicamadas lipidicas.

4) Membranas sdo estruturas ndo-covalentes. Os constituintes das membranas, proteinas e
lipidios, sdo mantidos juntos por muitas interagdes ndo-covalentes e de maneira cooperativa.

5) Membranas sdo estruturas fluidas e assimétricas. A fluidez se deve a difusdo de lipidios no
plano da membrana.
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1.1.3) Formas de Agregacio

As membranas lipidicas podem se agregar numa grande variedade de estruturas em
formatos esféricos, de poliedros e vesiculas. O processo de organiza¢ao molecular ¢ governado
por um complexo balango entre interagdes atrativas e repulsivas entre as moléculas de lipidios
numa monocamada [Frolov et al, 2011]. Monocamadas lipidicas, devido a sua natureza
anfifilica, assumem uma curvatura tendo como base a geometria do lipidio. A influéncia do
formato do lipidio na forma de agregacdo da membrana ¢ determinante ¢ pode ser estimada
através de um parametro de empacotamento P (Israelachvili ef al, 1976). Apenas consideragdes
geométricas sao necessarias para se estabelecer as relagdes entre um lipidio de area de cabeca
(A4), cadeias alquiladas de tamanho (L) e volume (V) e a estrutura do macroagregado.

Em agregados esféricos (Figura 1.5a) formados a partir da organizagdo de N lipidios, a
razdo entre o volume do agregado ((4/3)nR’ = NV) e a 4rea de superficie (4nR* = NA) podemos
estimar que o valor do raio do agregado, deve ser: R = 3V/4. Se o tamanho das cadeias alquiladas
for maior ou igual o tamanho do raio do agregado ( L > R), chega-se numa féormula para o
parametro de empacotamento (P : V/LA) com valor menor que 1/3 caracteristico para agregados
esféricos.

Repetindo-se esse raciocinio para agregados cilindricos (Figura 1.5b) chega-se a uma
formula para o pardmetro de ordem de P: V/LA < 1/2. Considerando os limites para o parametro
de empacotamento imposto para agregados esféricos, tem-se que para agregados cilindricos: 1/3
< P < 1/2. De maneira semelhante, estima-se que o valor de P para agregados planares situa-se
entre 1/2 e 1. Essas conclusdes estao resumidas na Figura 1.5 a seguir.

a) L
——= A
Q Agregado Esférico P:V/ILA<1/3
b) L
A
Agregado Cilindrico 1/3<P<1/2

L
== A
.5\92‘4 Agregado Planar 12<P<I
: 0

Figura 1.5: Relacdo entre o formato do lipidio (de comprimento de cadeias alquiladas (L) e area
da cabega (A)) e as diferentes formas de agregacao possivel: (a) agregado esférico; (b) agregado
cilindrico e (c) agregado planar. A estimativa do valor de parametro de empacotamento estd
indicada na tltima coluna.
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Do ponto de vista experimental, solugdes aquosas de moléculas anfifilicas formam
micelas (Figura 1.6a) num processo cooperativo, pelo qual o contato entre as cadeias
hidrofobicas e a dgua ¢ minimizado, enquanto ocorre uma maior solvatacdo das cabegas polares
dos lipidios. Como um grupo pequeno de moléculas anfifilicas ndo consegue minimizar o
contato entre as cadeias hidrofobicas e a agua, a formagdo de micelas ocorre apenas se a
concentragao for superior a denominada concentragdo micelar critica (CMC). Para moléculas de
cadeias hidrofdbicas curtas, como o dodecil sulfato de s6dio o valor de CMC ¢ da ordem de 1
mM. Para lipidios biologicos, com mais de uma longa cadeia hidrofébica, o CMC ¢ geralmente
da ordem de 10° M [Voet e Voet, 2011].

(a) (b) (c)
— Individual units are (3] Individual units are
wedge-shaped cylindrical (cross section .
ueous
(cross section of head ;zte::aier:‘)"als o caqvity
greater than that o
of side chain) 20D

Faote.
e
C NN

O
Figura 1.6: Representacao de trés possiveis formas de agregagdo de membranas lipidicas em
solugdo aquosa e sua relacdo com a estrutura primaria do lipidio formador da macroestrutura (a)
vesiculas (b) bicamadas e (c) vesiculas. [Nelson e Cox, 2008].

Bilayer

Vesicle

Através da Figura 1.6 a ¢ sugerido como de maneira qualitativa o formato do lipidio esta
relacionado ao tipo de agregado formado em solugdo aquosa. Lipidios com formato cilindrico e
secOes de corte semelhantes para as cabecas polares e area das cadeias hidrofobicas tendem a
formar bicamadas (Figura 1.6 b) onde as regides hidrofobicas das moléculas formam uma regiao
de contato entre cada camada e as cabegas polares estdo em contato com as moléculas de agua do
exterior. Fosfolipidios formam rapidamente bicamadas estaveis ao serem adicionadas a solugdes
aquosas [Garret ¢ Grisham, 1999].

A estrutura das bicamadas expde as suas extremidades em contato com as moléculas do
solvente originando interagdes desfavoraveis que sdo eliminadas através da reorganizagdo da
bicamada formando uma vesicula (Figura 1.6 ¢) [Nelson e Cox, 2008]. As vesiculas possuem
uma cavidade aquosa em seu interior. A natureza dessas vesiculas ¢ variavel e dependente da
composi¢do do lipidio. Fosfolipidios podem formar vesiculas unilamelares (uma unica bicamada
lipidica) chamada de lipossomas ou até vesiculas multilamelares.
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Influenciando o formato individual dos lipidios, especialmente os carregados, existem a
temperatura, tipos ¢ concentragdo dos ions, pH e quantidade de agua [Hafez e Cullis, 2001;
Fuller et al, 2003 ; Zimmerberg et al, 2006]. O aumento da temperatura provoca uma elevacao na
desordem das cadeias lipidicas, fazendo que as ultimas ocupem assim um volume maior. O
aumento do grau de hidratagao na parte polar dos lipidios amplifica as repulsdes laterais entre as
cabecas dos lipidios, provocando assim um aumento na area por cabega.

1.1.4) Fases das Membranas

Apesar da estrutura de uma bicamada lipidica ser estavel, os lipidios que a constituem
tem varios graus de liberdade para se movimentar. A estrutura e flexibilidade da membrana
dependem dos tipos de lipidios presentes e muda com a temperatura (Figura 6.7). Abaixo das
temperaturas fisiologicas, os lipidios das bicamadas estdo num estado semi-solido denominado
de paracristalino. Acima das temperaturas fisiologicas as cadeias alquilicas adotam um maior
movimento proveniente das rotagdes nas ligacdes carbono-carbono e as membranas sao ditas em
estado fluido. As diferencas de estado sdo facilmente observadas em lipossomas compostos de
um unico tipo de lipidio. Em membranas bioldgicas contendo varios tipos de lipidios e cadeias
alquiladas a mudanga de estado nas membranas ocorre de maneira gradual e numa certa faixa de
temperatura [Nelson e Cox, 2008].

Figura 1.7: Mudanca de fase em membranas lipidicas sobre influéncia da temperatura. No topo
da imagem membrana em estado paracristalino e na parte inferior membrana em fase fluida
[Nelson e Cox, 2008].
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O estado paracristalino ¢ denominado de fase gel. Nessa fase, as cadeias hidrofobicas
podem estar alinhadas ao eixo normal ao plano da membrana (Lg) ou inclinadas (Lg)
[MacKintosh, 2001]. Em algumas membranas a transi¢ao entre os estados paracristalino e fluido
ocorre com a formagdo de uma fase transitoria denominada de fase ripple (Pp) [Carlson e
Sethna, 1987; Rheinst et al, 2006]. O estado paracristalino ¢ denominado de fase liquido-
cristalino (L,). A representagdo esquematica das cadeias hidrofobicas para cada fase citada esta
indicada na Figura 6.8 a seguir.

I WWW A
WM J [l

La

Figura 1.8. Esquema da d1sp0s1g:a0 dos lipidios em membranas em diferentes fases. Da esquerda
para a direita: Lg (fase gel ordenada), Lg-(fase gel inclinada) Pg- (fase ripple) e L, (fase liquido-
cristalina) [Lipowsky e Sackmann, 1995].

As membranas lipidicas tem suas estruturas bem caracterizadas por técnicas de
espalhamento de raios-X e de néutrons [Kucerka et al, 2005; Nagle e Tristam-Nagle, 2000].
Além dos movimentos moleculares individuais dos lipidios na membrana, as membranas podem
apresentar movimentos coletivos também que podem variar entre ondulagdes de longo alcance
ou flutuacdes [Bayerl, 2000]. Estes movimentos coletivos de lipidios sdo governados por
movimentos térmicos e cobrem escalas de comprimento de A até um. Esses movimentos

coletivos podem influenciar as propriedades das membranas como permeabilidade e elasticidade
[Paula et al, 1996].

1.1.5) Transi¢coes de Fase em Membranas Lipidicas

As mudangas no estado fisico de membranas lipidicas ocorrem em intervalos limitados de
temperatura, cujos valores sdo caracteristicos para cada tipo de membrana. Essas mudangas no
estado fisico sdo transigdes de fase e os intervalos de temperatura em que essas transformagoes
ocorrem sao denominadas temperaturas de transicdo de fase (Tm — do inglés transition melting).

As transigdes ocorrem com mudangas grandes na organizagdo e¢ movimento das cadeias
hidrofobicas.
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No estado paracristalino, as ligagdes carbono — carbonos na cadeia lipidica adotam a
conformagao anti. As cadeias estdo completamente estendidas e a area de superficie por lipidio €
minima e a largura da bicamada ¢ maxima. Acima da temperatura de transicdo de fase (T,), as
cadeias lipidicas apresentam mobilidades intermedidrias entre a fase solida e liquida de alcanos
[Garret e Grisham, 1999]. Nessa fase, as ligagdes carbono — carbono adotam conformagdes

gauche. Por conta disso, a area de superficie por lipidio aumenta e a largura da bicamada
diminui.

Heat absorption

Pretransition

Temperature

Ganche conformations

Anti contormation

Figura 1.9: (Topo) Caracterizacdo da transi¢do de fase em membranas lipidicas através de
medidas de absor¢ao de calor. Periodo de pré-transicao fase indicado no grafico. Estrutura da
membrana em estado paracristalino (azul) e conformacao frans das ligagdes carbono - carbono
indicadas. Estrutura da membrana em estado fluido (rosa) e conformagdes gauches adotadas nas
ligacdes carbono — carbono.

As transi¢cdes de fase em membranas lipidicas podem ser acompanhadas com medidas
diretas por calorimetria e espectroscopia de infravermelho [Brandenburg e Seydel, 1990]. A
transi¢do de fase em membranas lipidicas ¢ um fendmeno cooperativo, ou seja, os movimentos
de alguns lipidios afetam os seus lipidios vizinhos e as moléculas todas comegam a se comportar
de forma concertada.

Entre as principais caracteristicas de mudancas de fase em lipidios podemos citar [Garret
¢ Grisham, 1999]:

1) As transigdoes de fase sdo sempre endotérmicas, isto €, ocorrem com absor¢do de calor e
aumento da temperatura.
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2) Fosfolipidios apresentam temperaturas de transicdo caracteristicas. T, aumenta com o
tamanho da cadeia do lipidio, diminui com o nimero de insaturagdes e ¢ influenciado também
pela natureza quimica do grupo de cabeca.

3) Para bicamadas puras de fosfolipidios a transicdo ocorre num intervalo de temperatura
estreito.

4) Para bicamadas de membranas bioldgicas a transicdo de fases ocorre num intervalo de
temperatura mais amplo do que para membranas puras. O intervalo de temperatura ¢ dependente
da composi¢ao da membrana.

5) Em algumas bicamadas lipidicas, a mudan¢a nas conformacdes das cadeias lipidicas ocorre
antes em temperaturas de 5° a 10° C abaixo da temperatura de transicao de fase. Esse periodo ¢
denominado de pré-transigao de fase.

6) Mudancas de volume também estdo associados a mudangas no estado fisico das membranas
lipidicas.

7) Transicdoes de fase em membranas lipidicas sdo sensiveis a presenca de outros solutos
presentes na composicdo das membranas, como: cations multivalentes, agentes solubilizadores
de lipidios, proteinas e peptideos.

1.2) Lipopolissacarideos

A membrana externa de bactérias Gram-negativas ¢ formada por uma complexa estrutura
denominada de lipopolissacarideos (LPS). Essa estrutura ¢ composta de um lipidio (Lipidio A)
ligado a um polissacarideo constituido de longas cadeias de diferentes e repetidos agtcares
caracteristicos. Os agucares das cadeias de polissacarideos determinam como a bactéria
reconhece substancias estranhas e produz anticorpos contra eles. A regido do LPS responsavel
por esse reconhecimento ¢ denominado Antigeno O [Caroff e Karibian, 2003]. Ligando o Lipidio
A e o Antigeno O existe um nucleo de oligossacarideos. Por serem negativamente carregados,
LPS conseguem estabilizar a presenga de cations na estrutura geral da membrana.

1.2.1) Estrutura e Composiciao

LPS sao formados de trés partes: Antigeno O, Nucleo de Oligossacarideo e Lipidio A. A
estrutura completa do LPS estd esquematizada na figura a seguir (Figura 1.10).
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1.2.1.1) Antigeno O

Essa parte do LPS é composta por polimero de aglicares. A regido do Antigeno O ¢
ligado ao nicleo de oligossacarideos e ¢ a parte mais externa do dominio do LPS. A composicao
do antigeno O varia para cada cepa. Por exemplo, para E. coli existem cerca de 160 estruturas
diferentes de antigeno O [Raetz e Whitfield, 2002]. No entanto, para uma espécie como a P.
aeruginosa ¢ comum encontrar N-acil derivados de varios aminoagtcares na composi¢do do
antigeno O, como: 6-deoxihexoaminas, 2-amino-2-deoxihexauronico, 2,3-diamino-2,3-
dideoxihexuronico, etc. A presenga ou auséncia do antigeno O determina se o LPS ¢ considerado
rugoso ou liso, respectivamente [Knirel ez a/, 2006].

}

KDO

L Externo L Interno

\—| Antigeno O I_| Micleo Oligossacaridico I_H_| Lipidio A l—'

Q Monossacarideo @ Fosfato Etanolamina -~ Cadeias Aciladas

Figura 1.10: Esquema geral de uma molécula de LPS. Os grupos basicos da estrutura estdo
identificados na parte de baixo da figura. As diferentes regides também estao indicadas na figura:
Lipidio A, Nucleo Oligossacaridico (interno e externo) e Antigeno O. Na parte de cima, estd a
classificacao do LPS de acordo com a presenca de cada subunidade também esta destacada: R
(rugoso), SR (semirugoso) e L (liso). (Adaptado de Pupo e Hardy, 2009).

1.2.1.2) Nucleo de Oligossacarideos

O nucleo de oligossacarideos do LPS ¢ uma cadeia curta de residuos de acucar. A sua
composi¢do € bem diversa. O nucleo de oligossacarideos ¢ ligado ao Lipidio A e, normalmente, é
formado por acucares como heptoses e o acido 3-deoxi-D-mano-octulosénico (KDO). Em
algumas bactérias esse nucleo apresenta grupamentos fosfatos, aminodcidos e etanolaminas. O
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nucleo de oligossacarideos ¢ normalmente dividido em dois grupos: nucleo interno e nicleo
externo. O nucleo interno ¢ formado por cerca de 1-3 residuos de KDO, sendo o tltimo residuo
desta cadeia modificado quimicamente por um grupo fosfato ou etanolamina. A partir, dos
residuos de KDO normalmente tém-se dois ou trés residuos de heptoses fosforiladas. O nucleo
externo ¢ feito basicamente de residuos de hexoses, sendo as mais comuns: D-glicose, D-
manose, D-galactose, etc.

1.2.1.3) Lipidio A

O lipidio ¢ uma diglucosamina fosforilada com numero varidvel de cadeias aciladas e de
tamanho varidvel. Devido a sua importancia neste trabalho, as suas principais caracteristicas
serdo tratadas neste capitulo numa se¢do completamente dedicada a esta molécula.

1.3) Lipidio A: Endotoxicidade, Estrutura Quimica e Importancia

O Lipidio A ¢ a regido do LPS que interage com o sistema imune do hospedeiro e
provoca a resposta do organismo. Sendo a por¢ao responsavel do componente endotéxico do
LPS, o Lipidio A provoca uma massiva inflamacdo e choque séptico levando at¢ a morte em
infeccdes causadas por bactérias Gram-negativas. O reconhecimento do Lipidio A pelo
organismo se d4 através da uma familia de proteinas transmembrana chamada de Toll-like
receptors [Underhill e Ozinsky, 2002]. Enquanto que as varia¢des estruturais nas outras partes
do LPS alteram o reconhecimento das bactérias por anticorpos do hospedeiro, modificagdes
estruturais afetam a bioatividade do LPS. O LPS interage com um complexo receptor chamado
CDI14/TLR4/MD2 das células do hospedeiro, especialmente, macrofagos, células da pele e
musculos, e promove a secrecdo de citosinas pro-inflamatérias, espécies reativas e peptideos
mediadores como o fator a de necrose de tumor [Rietschel et al, 1994]. Esses mediadores sao
capazes de atuar sozinhos ou de maneira sinergia e provocar também efeitos semelhantes ao
provocado pelas endotoxinas [Underhill e Ozinsky, 2002; Sigalov, 2012].

O Lipidio A ¢ um dissacarideo fosforilado com anéis de S-D-glucosamina-(1—6)-o-N-
glucosamina e com um numero variavel de cadeias aciladas. Sendo as Ultimas de tamanho
variavel de acordo com a cepa [Raetz ef al, 2007]. A atividade biologica do Lipidio A ¢ bastante

dependente de seu nimero de cadeias aciladas, carga total e estrutura agregada supramolecular
[Brandenburg et al, 2004].
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Diferentes formas de agregacdo sdao assumidas pelo Lipidio A em funcdo de condi¢des
ambientais, tais como nivel de hidratacdo, temperatura, tipo e concentracdo dos cations
[Brandenburg e Wiese, 2004]. Acima da concentragdo micelar critica o Lipidio A pode adotar
diferentes estruturas como: lamelar, hexagonal (H; e Hy) e cubica (Q). Podendo ocorrer,
inclusive, transicdes entre essas fases, através de variagdes da concentracdo e tipos de contraions
e dos valores de temperatura. Apesar de a fase lamelar ser a mais ativa biologicamente, as outras
formas de agregagdo ndo sao impossiveis de ocorrer. A fase lamelar € preferida em membranas
com conteido de agua de aproximadamente 60%. As fases ndo-lamelares ocorrem em
concentragdes de agua superior a 60% da membrana e abaixo da temperatura de transi¢dao de
fase, por exemplo. Assim como céations divalentes suprimem a formacdo de estruturas nao-
lamelares nas condigdes de alta hidratagdo e temperatura abaixo da temperatura de transigdo de
fase [Brandenburg e Wiese, 2004]. Na fase lamelar, ocorrem transigoes de fase entre a fase gel
(Lp) e fase liquido-cristalina (L,). A transi¢do induzida pela temperatura entre essas duas fases
exibe uma clara influéncia do numero de cadeias aciladas do Lipidio A, da natureza do contraion
e da conformacdo adotada pelo Lipidio A [Brandenburg ¢ Wiese, 2004; Brandenburg, 1993;
Brandenburg e Seydel, 1990; Schromm ef al, 2008; Erridge et al, 2002].

O Lipidio A possui uma estrutura quimica complexa e a relagdo de cada grupamento
quimico com a atividade endotoxica foi investigada extensivamente nos ultimos anos [Ulmer et
al, 1992; Flad et al, 1993]. Diferentes preparagdes foram testadas: a omissao de um grupo fosfato
reduz a endotoxicidade por um fator de 10’; a abstragio de uma cadeia lipidica (Lipidio A
pentaacilado) reduz a endotoxicidade por um fator de 10%; a abstragdo de duas cadeias lipidicas
(resultando na espécie tetraacilada) resulta na redugdo da endotoxicidade por um fator de 10”. Na
figura 1.11 a seguir, estdo resumidas esquematicamente as estruturas dos Lipidios A mais
comum de cada bactéria Gram-negativa indicada.
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Figura 1.11: Estrutura dos quimiotipos de Lipidios A mais comuns de cada bactéria Gram-
negativa. Os numeros na parte de inferior em cada quadro indicam o comprimento das cadeias
lipidicas. A atividade endotoxica de cada lipidio esta indicada, de maneira qualitativa, pelo sinal
de positivo [Erridge et al, 2002].
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2. Hipotese e Relevancia

Verificar a existéncia e caracterizar a correlagdo da estrutura microscopica (agregagao e
ordenamento) de membranas de Lipidio A em fungdo da temperatura, variagdo fenotipica
(quimiotipos) e tipos de contraions.

Este trabalho tem como objetivo descrever as propriedades dindmicas e estruturais de
bicamadas lipidicas de Lipidio A de diferentes quimiotipos e sob efeito das variaveis citadas no
paragrafo anterior. O interesse por essas membranas lipidicas deve-se ao importante papel que
esse tipo de Lipidio desempenha como integrante estrutural da membrana externa de bactérias
Gram-negativas e sua relevancia nos processos de atividade endotoxica desenvolvidos por essa
classe de bactérias.
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3. Fundamentos Teoricos

A simula¢do computacional de um sistema quimico ou bioldgico exige a inclusdo de um
numero grande de &tomos e/ou moléculas para uma boa correlagdo com o sistema macroscopico.
Nesse cenario a utilizacdo de mecanica molecular ou método de campo de forga se mostra de
grande utilidade [Allinger, 1976; Brooks et al, 1973]. Nesse método os elétrons do sistema sdo
tratados como varidveis implicitas de uma funcdo de energia potencial. Sendo que a energia
potencial que descreve a interagdo entre os atomos do sistema deve ser estimada empiricamente.

Os métodos de simulagdo computacional permitem estudar sistemas de grande dimensao
e prever suas propriedades através da amostragem suficiente de configuragdes do sistema
microscopico, cujas propriedades médias sejam representativas do sistema macroscopico.
Independente do método de amostragem utilizado ¢ importante entender como essas médias
calculadas ao longo do tempo de uma simulacdo podem ser comparadas com as medidas
experimentais. Para isso, faz-se uso de dois conceitos importantes em mecanica estatistica: o
conceito de ensemble e o principio ergodico.

Ensemble ¢ uma colegdo de configuragdes capaz de representar bem o espago de fase de
uma dada propriedade. As duas técnicas mais utilizadas para gerar um ensemble sdo as de
Dinamica Molecular ¢ Monte Carlo [Allen, 2004]. O numero de configuracdes deve ser
suficientemente grande para garantir a amostragem completa do espago de fase, para poder
utilizar teoremas matematicos de grandes nimeros. O principio ergddico estabelece que a média
temporal de uma propriedade num longo intervalo de tempo ¢ proporcional a média da
propriedade num ensemble.

A idéia inicial é expressar o valor de determinada propriedade 4 [Leach, 2001] num
instante de tempo em fungfo das posicdes e momentos das particulas: A(p" ()r"(1)), em que p"(?)
e ¥"(1) representam o momento e posi¢io de N particulas no tempo . O valor médio de A durante
de um tempo relativamente longo de observagao pode ser estimado como:

3 1(f N N
Ameaio = lim — | A(p™ (1), " (0))dt 3.1
t=0

Para calcular o valor médio da propriedade seria necessaria a simulagdo do sistema de
interesse. A tarefa ¢ possivel de ser realizada calculando as forgas sobre cada atomo (utilizando
um modelo apropriado de fungdo potencial para as interagdes inter- e intramoleculares dos
atomos) a partir de diferenciacdo da funcdo de energia potencial. A partir da for¢a, pode-se
calcular a aceleracao utilizando a segunda lei de Newton. As integracdes das equagdes de
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movimento produzirdo as trajetorias, que descrevem como as posigdes, velocidades e aceleragdo
das particulas variam com o tempo e a equacgdo 3.1 pode ser utilizada para calcular valores
médios de propriedades. No entanto, para um niimero grande de dtomos (da ordem de 10*) ndo é
factivel determinar a configuracao inicial do sistema, integrar equagdes de movimento e calcular
as trajetorias das particulas. Diante desse problema, a estratégia ¢, ao invés de considerar um
unico sistema evoluindo temporalmente, tratar um grande numero de réplicas do sistema que sao
tratados simultaneamente (ensemble). A média temporal € entdo substituida por uma média sobre
o ensemble:

(A) =f dpNdrN A", V) p(pNrM). 32

Os colchetes ( ) indicam a média sobre o ensemble, ou valor esperado, ou seja, o valor
esperado para a propriedade A levando em consideracao todas as réplicas do ensemble gerado
para a simulagdo. A equagdo 3.2 ¢ escrita na forma de integral dupla por conveniéncia, mas
forma correta seria escreve 6N sinais de integral para as 6/N posigdes € momentos das particulas.
O simbolo p(p",r") ¢ a densidade de probabilidade do ensemble, isto &, a probabilidade de
encontrar uma configuragdo com momento p” e posi¢io r". O valor médio da propriedade A no
ensemble ¢ determinada integrando sobre todas as possiveis configuragdes do sistema, a média
sobre o ensemble ¢ igual a média temporal.

3.1) Método de Dinamica Molecular (DM)

O método DM ¢ uma técnica de simulagdo dependente do tempo. A energia do sistema ¢
calculada através de fungdes de energia potencial de pardmetros e equagdes provenientes da
mecanica molecular. A expressdo de energia ¢ usada para computar as forcas dos atomos para
qualquer configuracdo. Os passos para a realizacdo de uma simulacdo de DM sdo os seguintes
[Young, 2001]:

1. Determinar a posi¢ao inicial dos 4&tomos do sistema e o tamanho da caixa de simulagdo.

2. Definir as velocidades atdmicas no inicio da simulagdo. Normalmente uma distribuicdo de
Maxwell-Boltzmann ¢ adotada para algum valor de temperatura. Entdo, normalizada para que o
momento liquido do sistema seja zero.

3. O momento de cada atomo do sistema € calculado.
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4. As forgas (f;) sobre cada atomo ¢ calculada a partir da derivada parcial de energia potencial do
sistema V(r) (campo de forga) em relagdo a posi¢cao das particulas do sistema (7;):

9
fi= —a—riV(r) 3.3

5. Ap6s um intervalo de tempo (tempo de integracdo) as posicdes dos atomos sdo novamente
calculadas. A evolugao temporal ¢ realizada com o uso da integragdo numérica das equagdes de
Newton usando a(s) informagao(des) obtida(s) no(s) passo(s) anteriore(s).

6. As velocidades e aceleragdes dos atomos na nova posi¢ao sao calculadas.
7. Os passos 3 até 6 deste procedimento sao repetidos.

8. Essas interagdes sdao repetidas para o sistema até ele atingir o equilibrio. Nesse caso, o
equilibrio ndo ¢ a menor configuragdo de energia, mas a configuragdo que ¢ mais razoavel para o
sistema para uma dada quantidade de energia.

9. Depois de atingido o equilibrio, as coordenadas atdmicas podem ser salvas em intervalos
regulares de tempo gerando a trajetoria da simulagao.

10. A simulagdo continua até se atingir tempo suficiente para se obter resultados com a precisdo
desejada.

11. Com a simulacdo finalizada, as trajetérias devem ser analisadas de modo a se obter
informagdes sobre o sistema. As propriedades podem ser estruturais, dinamicas, energéticas,
termodinamicas, etc. dependendo da informagao a ser extraida.

As propriedades calculadas através de uma simulacdo de DM devem apresentar uma
distribui¢do normal (gaussiana) em torno de um valor médio. Se isso ndo ocorrer, deve estar
acontecendo um erro sistematico no calculo [Young, 2001].

3.2 Aspectos Importantes Envolvendo Simulagoes de DinAmica Molecular

O sucesso da simulagdo de DM ¢ dependente da escolha correta de parametros e
algoritmos a serem utilizados durante todo o processo. Inicialmente ¢ necessario escolher um
campo de forca que descreva as interagdes inter- e intramoleculares dos dtomos do sistema. A
formulagao basica presentes nos campos de for¢a sera discutida posteriormente nesse texto.
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A escolha do algoritmo para a integracdo das equagdes de Newton também ¢ outra
escolha a ser decidida. O algoritmo de Verlet [Verlet, 1967] ¢ o mais utilizado pela pequena
quantidade de memoria e CPU requerida para o seu funcionamento. Para o seu funcionamento,
ele necessita das posigdes e aceleracdes dos atomos no tempo atual e as posigdes dos mesmos no
passo anterior. Entdo, ele determina as novas posi¢des das particulas. O algoritmo de velocity
Verlet utiliza as posicdes, velocidades e aceleragdes no tempo atual da simulagdo. Os resultados
sd0 mais precisos que os produzidos pelo algoritmo de Verlet original [Verlet, 1967]. Ambos
necessitam de um passo para re-escalar as velocidades para minimizar os erros de integragdao. O
algoritmo leap-frog [Hockney et al, 1974] padrao no programa GROMACS v.4.x [Hess et al,
2008] necessita da velocidade das particulas no instante anterior ao tempo inicial da simulagao.
As equacdes basicas do algoritmo sdo:

1
r(t + 6t) = r(t) + Stv (t + E&) 34

1 1
v (t + E(St) =v (t - E(St) + Sta(t) 3.5

Em que 7 ¢ a posigdo, ¢ ¢ o instante de tempo, a ¢ a aceleracdo e v a velocidade de cada

particula do sistema. As velocidades v (t + i t) sao calculadas a partir das velocidades no tempo

t—é& e aceleragdes no tempo z As posi¢des r(t + &t) sdo deduzidas das velocidades

calculadas com as posi¢des no tempo »(¢) usando a equagdo para a evolugdo temporal de ». As
velocidades no tempo ¢ podem ser calculadas a partir de:

v(t) = %[v (t + %&) + v(t — %&)] 3.6

As velocidades obtidas num dado instante sdo obtidas a partir das velocidades num
instante de tempo mais adiantado. As grandes vantagens desse algoritmo sobre o algoritmo de
Verlet [Verlet, 1967] sdo as velocidades calculadas explicitamente e sem a necessidade de
diferencas entre grandes nimeros. No entanto, as velocidades e posi¢cdes dessincronizadas nao
permitem calcular a contribuicao da energia cinética a energia total no mesmo tempo em que as
posicdes sao definidas.

O intervalo de tempo utilizado para a integragdo das equagdes de movimento ¢
denominado passo de integracdo. Esse passo ndo pode ser muito grande, para ndo simular
deficientemente a trajetoria com atomos tendo grandes deslocamentos. No entanto, ndo pode ser
tdo pequeno de maneira a calcular mais interagdes e consumir mais tempo computacional para
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cumprir um dado tempo de simulagdo. Uma regra geral utilizada ¢ que o valor do passo de
integragdo seja uma ordem de magnitude menor que a escala de tempo do movimento mais curto
do sistema (seja movimento vibracional ou tempo de choque entre as colisdes dos atomos).
Observa-se um passo de integragdo de dezenas de femtosegundo para a simulagdo de moléculas
nao-rigidas e com graus de liberdade de vibragdo.

A demanda computacional de uma simulagdo de DM pode ser reduzida com o uso de
restricoes a certos movimentos dos atomos, por exemplo, as frequéncias de vibragdo entre os
atomos (especialmente aquelas envolvendo atomos de hidrogénio) sdo altas o bastante para
serem calculadas utilizando o tempo de integracdo mais comum em simulagdes. Utilizando-se de
um formalismo Lagrangeano as distancias sdo mantidas fixas. O algoritmo para restricdo de
movimentos utilizada em nossas simulagdes foi o LINCS [Hess et al, 1997; Hess, 2008]. Esse
algoritmo ¢ bastante estavel, evita flutuagdes, reversivel no tempo e trés a quatro vezes mais
rapido que os primeiros algoritmos utilizados para restricdo de movimento em DM.

Um obstaculo enfrentado em simulacdes de DM sdo os efeitos de superficie que as
particulas simuladas sofrem ao ficarem proximas as faces da caixa de simula¢@o. Se uma caixa
de simulag¢do contiver 1000 atomos arranjados num cubo 10x10x10, aproximadamente metade
dos atomos estardo nas faces externas e isso afetara bastante o célculo das propriedades do
sistema. Uma maneira de resolver esse problema ¢ rodear a caixa de simulagdo com réplicas de
si mesma. Associando essa solugdo a convengao de imagem minima que estabelece que cada
atomo interaja com o atomo mais préximo ou imagem no arranjo periddico (Figura 3.1 a). Esse
artificio mostra-se bastante util, mas requer atencdo ao lidarmos com interacdes de longo
alcance, como o potencial eletrostatico.

a) b)

Yo
e
Ao
O
W

Y5

®e
A @
o Gle @0 G
oS
al

©
O
©

O &0 |0 &4

bie
o

Figura 3.1: a) Condigdes periddicas de fronteira 2D: as particulas que se movem fora da caixa
de simulagdo sdo substituidas por uma equivalente proveniente de uma imagem da caixa. b)
Estrutura de funcionamento da busca por vizinhos onde as interagdes ndo-ligadas sao calculadas,
se os atomos estao situados num dado raio de corte, dentro da propria caixa ou nas caixas
vizinhas [Allen, 2004].
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Além da convengdo de imagem minima, existem outras formas de limitar ou truncar a
atuacdo de um potencial com o uso de um raio de corte, podemos citar: a truncagem simples; a
truncagem seguida de deslocamento; e a truncagem com deslocamento do potencial e da forga.

As interagdes consideradas de longo alcance sdo aquelas cujo decaimento ¢ mais lento
que " sendo que 7 é a dimensionalidade do sistema. O melhor exemplo de interagdo de longo
alcance que exige atencao em simulagdes de DM ¢ a eletrostatica, especialmente se a simulagdo
¢ composta por espécies carregadas. Varias metodologias foram desenvolvidas para o tratamento
das interacdes de longo alcance [Leach, 2001] como: soma de Ewald, campo de reacdo e campo
de reagdo generalizado.

No método de Particle Mesh Ewald (PME) [Darden et al, 1993] uma particula interage
com todas as particulas na caixa de simulagdo ¢ com as suas imagens num arranjo periodico
infinito de células. Para uma mais rapida convergéncia das intera¢des cada particula carregada,
apos certo raio de corte, € considerada rodeada por uma distribuicdo de carga de sinal oposto
capaz de neutralizar a carga inicial. Isso transforma um somatorio de cargas pontuais como uma
soma de cargas mais distribuicdes neutralizantes de carga [Allen, 2004]. O método de Ewald,
apesar de ser o método mais formal e com menos aproximagdes para o calculo de interagdes
eletrostaticas, induz certos artificios na distribui¢do de carga ¢ computacionalmente caro.

O alto custo computacional do método de PME motivou o desenvolvimento de outras
formas de calcular a interag@o eletrostatica. Um desses métodos ¢ o de campo de reagdo [Barker
e Watts, 1973]. Nesse método, uma esfera com determinado raio de corte ¢ tragado ao redor de
uma molécula. As interagcdes entre as particulas dentro desse raio de corte sdo calculadas
explicitamente. Além do raio de corte, a interagdo eletrostitica ¢ modelada como um meio
homogéneo de constante dielétrica (). O método ¢ eficiente, mas apresenta problemas quando o
numero de particulas dentro do raio de corte de determinada particula muda ao longo da
simulagdo. Isso leva a descontinuidades no valor da energia calculada e implica em problemas na
conservacao da propriedade durante a simulacdo [Allen, 2004]. Um aprimoramento dessa
aproximagdo ¢ o método de campo de reagdo generalizado [Tironi, 1995]. Nesse método o meio
possui uma constante dielétrica (¢) e uma forga ionica além do valor de raio de corte, além de
serem adicionadas corregdes as interagdes eletrostaticas entre pares.

Existem diferentes quantidades macroscopicas que podem ser utilizadas em mecanica
estatistica para descrever os sistemas tipicamente estudados pela termodindmica. Devido as
diferencas entre essas grandezas macroscopicas, diferentes tipos de ensemble foram definidos
[McQuarrie, 1976]. O ensemble utilizado nesse trabalho ¢ denominado de NpT. A sigla refere-se
as quantidades mantidas constantes durante a simulagdo: N (nimero de particulas), p (pressao) e
T (temperatura). Sendo que as duas ultimas merecem esquemas especiais de acoplamento para
garantir um valor fixo durante a simulagao.
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O controle da temperatura em nossa simulagdo foi realizado com o algoritmo de
reescalonamento da velocidade [Bussi et al, 2007]. Esse método ¢ fortemente influenciado pelo
termostato de Berendsen [Berendsen et al, 1984] com a adicdo de um termo estocastico que
garante uma correta distribui¢do de energia cinética para o sistema. O termostato de Berendsen
foi um dos primeiros termostatos criados e se apresenta como um banho térmico acoplado
fracamente ao sistema. A temperatura desejada ¢ mantida através de contato com um banho
térmico obedecendo a uma cinética de primeira ordem. A frequéncia do acoplamento ¢ definida
pelo usuario. A correcdo adicionada ao método de reescalonamento de velocidades deve-se ao
fato que o termostato de Berendsen suprimir as variagdes de energia cinética das particulas
resultando numa distribuig¢ao incorreta da energia cinética do sistema.

A idéia de acoplamento do sistema a um banho térmico pode ser estendida a um banho de
pressdo para o controle da pressdo do sistema. Adotamos o esquema de Berendsen para o
controle da pressao em nossos sistemas [Berendsen et al, 1984]. O algoritmo de Berendsen para
o controle da pressdo reescalona as coordenadas das particulas e as dimensdes da caixa na
freqiiéncia que ¢ adotado. Novamente, a pressdo desejada na simulacdo ¢ mantida através do
contato com esse banho de pressdo e o processo € governado por uma cinética de primeira
ordem. O reescalonamento das coordenadas ¢ dependente da compressibilidade isotérmica do
sistema.

3.3) Campos de For¢a

Em sistemas contendo um grande nimero de atomos a utilizagdo de métodos de quimica
quantica ¢ computacionalmente inviavel. Os métodos baseados em campos de forga ignoram os
movimentos eletronicos e calculam a energia do sistema como uma fungdo das posigdes
nucleares apenas. Os métodos baseados em campos de for¢a tém sua confiabilidade suportada
nos seguintes itens: validade da aproximagdo de Born-Oppenheimer; utilizacdo de modelos
simples para descrever interagdes como estiramento, rotagcdes e abertura e fechamento de
angulos entre trés atomos; além da transferibilidade, que vem a ser o atributo do campo de forca
que permite que os parametros, testados num pequeno numero de casos, sejam aplicados num
conjunto muito maior de moléculas [Leach, 2001].

A fungdo que determina a energia potencial de um modelo molecular ¢ normalmente
construida como a soma das contribuicdes de energia consideradas no sistema: distancia de
ligacdo (Ejg.), angulo de ligacdo (Eune.), angulos torsionais (Egiearos), potencial de Lennard-Jones
(Er)) para repulsdo a curtas e atracdo a longas distancias e potencial eletrostatico entre cargas
(Eecout):
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E= Elig+ Eang. + Egi earost EL] + Ecout 3.7

O conjunto de equacdes e parametros das fungdes matematicas € propriamente
denominado de campo de forga.

Figura 3.2: Representacdo dos termos ligados compdem a fungdo de energia potencial em
mecanica molecular. Os atomos em amarelo ¢ um exemplo do termo de ligagdo, os atomos em
verde representam o angulo de ligagdo e os atomos em vermelho o tempo de angulo diedro na
molécula.

3.3.1) Termo de Estiramento de Ligacao

Os potencias de ligacao sao descritos por um modelo classico de vibragao harmonica (lei
de Hooke) e expressam o quao distorcido esta uma ligagdo quimica em relagdo a um dado valor
de referéncia. Esse valor de referéncia costuma ser obtido a partir de estruturas de raios-X ou
calculos de quimica quantica. De acordo com a lei de Hooke a for¢a ¢ proporcional ao
deslocamento e a aceleracao:

d?x

F(x)=—kX=mﬁ,k=mw2>0. 3.8

Em que a freqiiéncia angular do sistema ¢ o, a constante de vibra¢do ¢ k e m a massa do
sistema. A energia potencial equivalente a essa forga €:

k
E(x) =§x2, 3.9
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A . 0
ou expressa em termos de um valor de referéncia (x")como:

k
Ejig (x) = 5 (x —x9)? 3.10

Usando algumas relagdes entre a frequéncia angular e a constante de vibragdo (w =

\ k/m) e a massa reduzida de um par de atomos heteronucleares (m; € m;) as constantes de forga
podem ser expressas como:

em que u ¢ a massa reduzida definida como:

p=mymy/(m;my). 3.12

O potencial harménico ¢ uma aproximacdo valida para pequenos desvios do
comprimento de ligacdo em relacdo ao valor de referéncia. Normalmente distorg¢des situadas um
nivel acima do estado fundamental ou deformagdes de ordem de 0,1 A de comprimento. Para o
potencial descrever distor¢des maiores do que essa seria necessaria a utilizagdo de outros termos
para ligagdo como o potencial de Morse com a adicdo de polindmios cubicos e/ou quarticos
[Schlick, 2010].

3.3.2) Termo de Flexio de Angulo de Ligacio

O arranjo dos atomos em determinado angulo de ligagdo ¢ governado pela natureza da
ligagdo quimica. Essa informacdo ¢ importante no momento da parametrizacao dos diferentes
tipos de angulos de ligacao entre &tomos num campo de forga. Além disso, mesmo atomos numa
hibridizagdo bem determinada, podem apresentar angulos de distor¢ao com valores ligeiramente
diferentes dos esperados para aquela geometria molecular. Por exemplo, moléculas contendo
orbitais sp’ tém angulos diferentes daqueles apresentados por um tetraedro perfeito (109.47°). O
propano tem angulo C-C-C de valor de cerca 112.5° e o H-C-H de valor 107.5°. Moléculas
ciclicas também apresentam desvios grandes nos valores de seus angulos.
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Apesar da maior diversidade de valores tipicos de angulos de ligagdo a aproximacao mais
comum de descrever seu potencial ¢ a harmonica. Novamente, deve-se fazer a ressalva que a
validade do potencial ¢ restrita a pequenos desvios de angulo em relagdo ao seu valor de
referéncia (6”):

k
Eang.(e) = 5(9 - 90)2 3.13

E bastante comum em campos de for¢a que sdo parametrizados para sistemas moleculares
pequenos (MM3 e MM4) o uso de potenciais cruzados de ligagao e angulo. Esses termos, apesar
de genuinos e originarios de movimentos de vibragdo e a tor¢do que ocorrem de maneira
acoplada, nem sempre sdo incluidos em outros campos de for¢a e servem como corregdes aos
valores dos termos de vibragdo e tor¢ao angular.

3.3.3) Termos Torsionais

A existéncia de barreiras rotacionais em ligagdes quimicas ¢ fundamental para entender
propriedades estruturais e conformacionais de moléculas. A maioria dos campos de forca para
moléculas organicas usa potenciais torsionais explicitos com contribuicdes de quatro dtomos
ligados (A-B-C-D) do sistema [Leach, 2001]. Os potenciais torsionais sdo quase sempre
expressos como uma expansao em série de fungdes cosseno:

| 74
Edicaros(T) = Z 7” [1 + cosnr], 314
n

em que n € um inteiro que denota a periodicidade da barreira rotacional descrita pelo angulo de
torsdo 7 ¢ V, € associado a altura da barreira. O valor de n depende da sequéncia de atomos e
parametrizagdo do campo de forca. Alguns valores tipicos de n sdo 1, 2 e 3. De maneira ser
sistematico com as expressoes derivadas anteriormente, podemos escrever a expressao acima em
relagdo a um angulo torsional de referéncia (1°). Entdo, teremos:

%4
Edicaros (r) = Z?n [1+ cos (nT — TO)]. 315

n
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O tamanho das barreiras rotacionais e a periodicidade de cada uma podem ser estimadas a
partir de dados espectroscopicos (RMN, Infravermelho, Raman e Microondas). No entanto, esses
dados nao estdo disponiveis na literatura para todas as classes de compostos. Uma alternativa ¢é
utilizar estimativas de compostos analogos aos parametrizados no campo de for¢a ou obté-los
através de calculos de energia e geometria realizados com métodos de mecanica quantica ab
initio. Esse procedimento normalmente gera mais de um termo na série de Fourier do potencial.
Normalmente combinam-se potenciais de dois e trés picos para reproduzir as diferengas de
energia entre conformeros.

3.3.4) Torsoes Improprias e Movimentos de Flexdo Fora do Plano

Um tipo de potencial torsional existente ¢ o chamado torsional impréprio, também
conhecido como torsao fora do plano, e sdo utilizados para melhorar as estimativas de energia e
geometria dos termos acima. Basicamente, eles garantem que certos grupos se mantenham
planos e/ou quirais. O potencial tem a forma:

v(w) = k(1 — cos2w) 3.16

em que o ¢ o angulo improéprio de Wilson. Esse angulo ¢ definido por quatro atomos i, j, &, /. O
atomo central j € ligado a 7, / € k e forma um angulo entre a ligagdo j-/ € o plano i-j-k.

3.3.5) Termo de Lennard-Jones

As intera¢des de van der Waals entre atomos nao ligados e separados por uma distancia
r; € normalmente descrito pelo potencial 6/12 de Lennard-Jones em campos de forca para
macromoléculas:

A By
Ey(ry)=—5——¢ 3.17

e T
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Os termos de Lennard-Jones (A,»j/,»jr6 para atracdo e B,'j/,»j]2 para repulsdo a curtas
distancias) sdo comuns em expressdes para a energia potencial de macromoléculas por conta de
uma conveniéncia matematica: ele ¢ semelhante ao potencial de Buckingham, com excecao do
termo de repulsao em forma exponencial Bexp (-Br). [Lifson e Warshel, 1968] e tem uma forma
semelhante ao potencial de interag@o obtido a partir de célculos de estrutura eletronica para pares

de atomos, sendo assim um oOtimo potencial para descrever esse tipo de interagdo [Allinger,
1989].

Apesar da eficiéncia e menor demanda computacional do potencial de Lennard-Jones,
existem outros potenciais que descrevem melhor as interagdes de van der Waals. A natureza
repulsiva das interagdes de van der Waals ¢ explicada pela interagdo entre as nuvens eletronicas
dos atomos situadas a uma curta distdncia. Enquanto que interacao fraca atrativa ¢ descrita pelas
forgas de dispersdo de London (em linguagem de mecanica quantica correspondem as
contribui¢des provenientes da correlacdo eletronica). Como para distancias grandes (r — ) o
potencial decai para zero rapidamente (£, — 0) a interagcdo de van der Waals ¢ considerada de
curto alcance e ¢ computada numericamente com o uso de raios de corte.

3.3.6) Termo de Interacio Eletrostatica

As interacdes entre sitios carregados total ou parcialmente sdo descritos pela lei de
Coulomb entre cada par de cargas (g;, ¢;) considerado:

qiq;
Ecour. = - 3.18

Erij

em que ¢ ¢ a constante dielétrica. Diferentemente das interagdes de van der Waals, as interagdes
eletrostaticas decaem lentamente com a distancia. Isso realmente ocorre na natureza, pois as
interacdes eletrostaticas sdo importantes para estabilizar conformagdes biomoleculares. Como ja
descrito na se¢ao 3.2, um modelo de campo de reagdo foi utilizado no tratamento das interagdes
eletrostaticas.
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4. Metodologia

Os primeiros modelos atomisticos de membranas de LPS e Lipidio A para uso em
simulagdes de DM surgiram no inicio da década passada [Lins e Straatsma, 2001] e combinavam
cargas determinadas por métodos ab initio com parametros provenientes dos campos de forga
AMBERO9S5 [Cornell et al, 1995] e GLYCAM 93 [Woods et al, 1995]. Esse campo de forga foi
utilizado em estudos de estrutura e dindmica de membranas de LPS [Shroll ¢ Straatsma, 2002;
Lins et al, 2008; Soares et al, 2008; Soares e Straatsma, 2008], de proteinas de membranas
embutidas em LPS [Straatsma ¢ Soares, 2009], além de estudos de interagdo de LPS com
superficies minerais [Shroll e Straatsma, 2003]. Recentemente outros modelos atomisticos para a
simulacdo de LPS e Lipidio A tornaram-se disponiveis na literatura. Esses modelos foram
desenvolvidos a partir de extensdes de campos de forca existentes, como campo de forca
GLYCAMO6 [Kirschner et al, 2012], ou combinagdes de pardmetros do campo de forca
CHARMM36 [Wu et al, 2013; Garate e Oostenbrink, 2012], além do campo de forca GROMOS
53A6 [Piggot et al, 2011].

Nas nossas simulagdes utilizamos modelos atomisticos desenvolvidos a partir de
parametros derivados de uma extensdo do campo de forca GROMOS 45A4 para carboidratos
[Lins e Hunenberger, 2005], além de parametros do campo de forga GROMOS 53A6
[Oostenbrick et al, 2004]. As topologias construidas para os diferentes quimiotipos de Lipidio A
estdo disponiveis no seguinte endereco: http:/dqfnet.ufpe.br/biomat/Software.html. As cadeias
lipidicas sdo compostas por representagao de atomos unidos.

4.1. Preparacio dos Sistemas

As caixas de simulagdo sdo compostas de bicamadas de Lipidio A em que cada uma das
camadas contém 64 ou 72 unidades lipidicas distribuidas num arranjo quadrado (8x8) ou
retangular (8x9), respectivamente. A escolha de uma caixa de simulacdo composta de uma
bicamada de Lipidio A deve-se a intengdo de simular um sistema de configuragdo parecida ao
arranjo experimental mais comumente adotado em estudos de propriedades fisico-quimicas e
biologicas desta molécula [Schromm et al, 2000]. As estruturas quimicas do Lipidio A de P.
aeruginosa hexaacilado e do Lipidio A de E. coli também hexaacilado com os contraions na sua

vizinhanga, foram construida no programa Spartan’10 [Shao et al/, 2006], e salvas em formato de
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arquivo pdb. As espécies pentaacilada, tetraacilada e monofosforilada foram posteriormente
geradas a partir das membranas hexaaciladas equilibradas (como descrito abaixo) As estruturas

quimicas das espécies estdo apresentadas na Figura 4.1 a seguir:

(@ (b)

TN

Figura 1.4: Estrutura quimica da molécula de Lipidio A (a) hexa- (b) pentaacilado.

Os Lipidios A de estrutura difosforilada apresentam carga total de -2e. Para neutralizar a
carga total da molécula, e conseqlientemente a carga total da membrana lipidica, adicionaram-se
cations mono- ou bivalentes a vizinhanga de cada lipidio. Os contra-ions foram estrategicamente
localizados nas vizinhangas dos grupos fosfato de cada lipidio. Sendo necessario o dobro de ions
monovalentes em relacdo aos bivalentes para neutralizar a molécula. A escolha dos ions deveu-se
ao fato de serem os mais comuns presentes em experimentos envolvendo bicamadas de Lipidio
A e de possuirem aproximadamente o mesmo raio idnico, mas cargas diferentes. Assim, poderia

se avaliar melhor o efeito da carga na estrutura das bicamadas.

A partir do arquivo em formato pdb utilizaram-se as ferramentas contidas no programa
GROMACS 4.0.7 [Hess et al, 2008] para construir as caixas de simulacdo. Os comandos
utilizados na construg@o das caixas de simulacao estdo detalhados no apéndice do trabalho. Na
Figura 3.2 estd a imagem de uma caixa de simula¢do na sua configuracao inicial. Os protocolo de
minimizacdo de energia (em.mdp) e simulacdo computacional (md.mdp) estdo apresentados em

sua totalidade no apéndice desta tese, mas alguns detalhes serdo discutidos ainda nesse capitulo.
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Figura 1.2: Representacdo de uma caixa de simulacdo de uma bicamada de Lipidio A de
. . 2+ ’ ’ ~

Pseudomonas aeruginosa pentaacilado tendo o Mg~ como contraion. Os ions estdo

representados por esferas de cor roxa, as moléculas de agua por esferas de van der Waals e os

lipidios por bastdes. O instantaneo da imagem ¢ do primeiro nanosegundo de simulagdo.

Na Tabela 4.1 estdo reunidos os detalhes dos sistemas estudados nesse trabalho. As
simulagdes estdo divididas em dois grupos. No primeiro grupo, a influéncia de ions mono- e
bivalentes (Na" e Mg*", respectivamente) na forma de agregacio de dois diferentes quimiotipos
(hexa- e pentaacilado) de Lipidio A de P. aeruginosa a temperatura de 300 K. No segundo
grupo, utilizamos quimiotipos (di- e monofosforilado) de Lipidio A de E. coli a diferentes

temperaturas de simulag@o.
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Tabela 4.1 — Relagdo das simulagdes computacionais realizadas neste trabalho com
especificacdo do tipo de contra-ion, estrutura quimica do Lipidio A na bicamada, temperatura

(K), tempo de simulagdo (ns) e sigla para identificagdo da simulagao.

Conjunto 1
Temperatura da Tempo da
Cation Fendtipo Abreviacio
Simulacao (K) Simulacao (ns)
Mg** Hexaacilado 300 217 mghex 300
Mg Pentaacilado 300 207 mgpent 300
Na" Hexaacilado 300 199 nahex 300
Na" Pentaacilado 300 207 napent 300
Conjunto 2
Temperatura da Tempo da
Cation Fendtipo Abreviacio
Simulacao (K) Simulacao (ns)
Mg** Hexaacilado 278 187 ecoli_ mg278
Mg Hexaacilado 300 185 ecoli_mg300
Mg Hexaacilado 328 188 ecoli_mg328
Na" Hexaacilado 300 178 ecoli_namp300
Mg Tetraacilado 300 201 paeru_mgtetr300

4.2 Protocolos de minimizacdo de energia e simula¢io computacional por dinimica

molecular

As caixas de simulagdo, preparadas de acordo com o esquema da se¢do anterior, foram
submetidas a otimizagdo de geometria ¢ minimizagdo de energia usando o algoritmo steepest
descent [Press et al, 1992] por 10000 passos sem uso de qualquer restrigdo geométrica. O critério
de convergéncia adotado foi de 10 kJ mol” nm™ e o algoritmo evolui num passo de 0,01. A cada
passo de minimizagao, a lista de vizinhos para as interagdes eletrostaticas e de van der Waals sao

atualizados dentro de um raio de corte de 1,0 nm. As condigdes periddicas de fronteira sdao
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aplicadas nas trés dimensdes. As interagdes eletrostaticas sdo calculadas usando o método PME

[Darden et al, 1993].

As simulagdes computacionais de dinamica molecular foram realizadas seguindo um
ensemble NPT (numero de particulas, pressdao e temperatura constantes). O passo de simulagdo
utilizado foi de 1 fs. A listas de vizinhos e remogao do centro de massa realizado a cada passo da
simulagdo. Para manter a pressao constante, o barostato de Berendsen [Berendsen et al, 1984] foi
escolhido num esquema semi-isotropico a 1 bar de pressdao. O esquema semi-isotropico € util em
simulagdes de membranas, pois o esquema de acoplamento de pressao ¢ diferente do plano x-y
para o eixo z. A utilizacdo do esquema semi-isotropico € necessaria devido a diferente natureza
quimica do sistema ao longo dos eixos x/y (lipidios) e z (agua). A freqiiéncia de acoplamento da
pressio foi de 1 ps com uma compressibilidade de 4.5 x 10"° m> N'. Esse valor de

compressibilidade € tipico para sistemas simulados tendo 4gua como solvente a pressao de 1 bar.

A integragdo das equacdes diferenciais foi feita com o algoritmo leapfrog [Hockney,
1970]. Para manter a temperatura constante foi utilizado o esquema de acoplamento fraco com
um tempo de acoplamento de 0.4 ps através do algoritmo de velocity rescale [Bussi et al, 2007].
O raio de corte adotado foi de 1.4 nm, ou seja, até essa distancia as interacdes eletrostaticas entre
a particula no centro do raio e suas vizinhas sdo calculadas explicitamente. Acima desse valor de
1.4 nm o meio ¢ tratado como um continuo de permeabilidade valor 66. Esse valor foi adotado,
apos uma extensa reavaliagdo das propriedades do modelo de agua SPC [Glétti et al, 2002], em
que ap6s simulagoes (mais longas e com caixas de simulagdo maiores) observou-se que o melhor
valor da permeabilidade dielétrica do meio para o modelo SPC de agua com temperatura
proxima e para um raio de corte de 1.4 nm € 66. As condig¢des periddicas de fronteira foram
adotadas e nenhuma restricao foi adotada durante a simulagdo. As simula¢des foram realizadas
com o programa GROMACS v.4.5.3 [Hess et al, 2008]. O modelo adotado para a simulagdo das
moléculas de agua foi o SPC [Berendsen et al, 1981].
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1.3 Analises dos Dados das Simulacdes

Apesar das simulagdes computacionais possuirem extensdes temporais distintas, as
simulagdes foram suficientemente longas para permitir a equilibragdo (verificada em nosso caso,
através da aferi¢do das de areas por cabega e perfis de energia potencial) de cada sistema. Na
fase equilibrada de cada simulacdo reservaram-se os ultimos 50 ns (Conjunto 1) ou 70 ns
(Conjunto 2) para realizar andlises e célculos de médias de propriedades sobre todo o sistema.

Uma breve descri¢@o de cada andlise aplicada ao sistema estd descrita logo a seguir.

4.3.1 Area por cabeca de Lipidio A (A)

Essa propriedade fornece uma medida da area ocupada pelo lipidio no plano da
membrana ¢ ¢ uma medida da estabilidade estrutural da membrana e é calculada em nossas

simulagdes através da seguinte formula:

L,L
Ay = Sl A 4.1
Nyipida

Em que A4, ¢ area ocupada por cada Lipidio A no plano da membrana; L, e L, sdo as
dimensdes da caixa de simulagdo nos eixos x € y, respectivamente € 1z« 0 nimero de lipidios
por camada. Nas nossas simulagdes o nimero de lipidios por camada ¢ 64 ou 72 (conjunto 1 e 2
de simulagdes, respectivamente). As dimensdes da caixa durante a simulacao foram salvas a cada
picosegundo. A simulacdo, realizada com pressdo e temperatura constantes, permite a variacao
no volume da caixa de simulacdo ¢ isso ¢ evidenciado nessa analise. As dimensoes da caixa de
simulagdo, temperatura, pressao e energias sao armazenadas em arquivos do tipo .edr ¢ podem

ser extraidos e computados com o uso da rotina g_energy codificada no GROMACS.
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4.3.2 Funciao de Distribuicao Radial de Pares

Uma das ferramentas mais Uteis para investigar a estrutura da matéria (especialmente
liquidos) na forma como ¢ organizada ¢ a chamada funcao de distribui¢do radial [Leach, 2001].
A funcdo de distribuicao radial descreve como uma particula se distribui em fungdo da distancia
de outra particula de referéncia. Numericamente essa propriedade pode ser descrita através da

equacao

N;j(r,r + Ar)

4mr2Arp; 42

gij(r) =

em que r ¢ a separagdo entre os atomos i e j; Ny (r, r+4r) é o nimero médio de atomos
localizados entre o intervalo espacial de 7 até r+4r e centrado no atomo i. O elemento de volume
esférico é representado pelo termo 4z°Ar e p; representa a densidade total do dtomo j no raio
total de integracdo da propriedade. Experimentalmente pode-se determinar indiretamente a
fun¢do de distribuicao radial de pares através de fatores de estrutura obtidos via experimentos de
difragdo de néutrons e espalhamento de raios-X. Dependendo da natureza da matéria o grafico da
fungdo de distribui¢ao radial tem um aspecto caracteristico: em cristais apresenta um numero
infinito de picos (onde a separagdo e altura denunciam a estrutura do cristal), enquanto em
liquidos poucos picos com um decaimento até um valor constante indica a maior desorganiza¢ao
do material em relagdo ao primeiro. A figura 3.3 apresenta um esquema bidimensional de como ¢
calculada a fungdo de distribuicao radial. Enquanto que a Figura 4.4 indica como os picos do

grafico se relacionam com a distribuicao radial de uma particula em relacdo a outra.



Figura 1.3: Representagdo bidimensional do raio r e Ar para o calculo de gj(r) para a particula
central i em relagdo as particulas j (fonte: [http:/www.compsoc.man.ac.uk/~lucky/Democritus/Theory/rdf.htm ] ).

First coondination shell

Second cocrdination
shell

£irl

Contingum

Figura 4.4: (b) Relagdo entre cada esfera de coordenacdo do grafico bidimensional com os picos
do grafico para um fluido monoatomico (fonte: [Ziman, 1979]).
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A implementagdo computacional dessa equagdo, e aplicagdo em simulagdes
computacionais, exige algumas adaptagdes. A distdncia maxima para o calculo da densidade
entre os pares nao pode ser superior a metade do comprimento da caixa, para ndo haver
problemas em relagdo as condigdes peridodicas de contorno. Quanto mais uniforme a densidade,
fard que o decaimento final do grafico tenda a uma unidade. Indicando a uniformidade da
distribui¢do. A densidade ¢ calculada como a média das densidades entre os dois atomos i ¢ j
dentro de uma distancia r. Sendo essa densidade a média temporal calculada a cada passo da
simulagdo. Essa informacao ¢ armazenada num histograma e depois normalizada para o numero
de particulas total envolvidas no calculo. As fungdes de distribuigao radial foram calculadas para
trés pares (i): atomos de foésforo e atomos de oxigénio da agua; (ii) atomos de fosforo e cations e

(iii) cations e atomos de oxigénio da agua. Essa propriedade foi calculada com a rotina g_rdf.

1.3.3 Parametros de Ordem de Deutério

O parametro de ordem ¢ uma medida do grau de anisotropia da ligagdo C-H em relagdo
ao vetor normal a membrana. E calculado sobre todas as cadeias lipidicas do ensemble. Através
de consideragdes de simetria pode-se calcular o parametro de ordem de uma ligagao, Scp, para

uma cadeia lipidica marcada com deutério como:

_ 3(cos?8;) — 1

= 4.3
cD )

Em que 6 ¢ o angulo entre a ligacao quimica C — D e o vetor normal a bicamada. O eixo
molecular i ¢ o definido para a n-¢sima unidade CH; e o vetor dos atomos de carbono (n-1) e

(n+1) como indicado na Figura 4.5.

Se as cadeias lipidicas estiverem perfeitamente ordenadas na membrana, o angulo entre
as ligagdes C-H da cadeia e a normal da bicamada serdo de 90° e o parametro de ordem tera

valor de -0.5. Quando a orientagdo das ligagdes C-H ¢ em torno de 0° ou randomica o valor do
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parametro de ordem serd de 0.0. Como em membranas, as cadeias lipidicas estio em média
alinhadas com o vetor normal a bicamada, os valores de parametro de ordem variam entre 0.0 e -

0.5, onde o ultimo valor indica 0 maximo de ordem para as cadeias.

O Scp ¢ obtido para um carbono da cadeia lipidica a partir da média de todos os
parametros de ordem do mesmo tipo de carbono ao longo da trajetoria analisada da simulacao
[Douliez et al, 1985; Chau e Hardwick, 1988]. Os parametros de ordem foram calculados com a
rotina g order. Os parametros de ordem calculados podem ser comparados com dados
experimentais provenientes da espectroscopia de “H ou *C-RMN de cadeias marcadas ou FTIR

como ¢ o caso do LPS e do Lipidio A [Brandenburg e Seydel, 1988].

Figura 4.5: Principais definicdes envolvidas no célculo do parametro de ordem Scp em cadeias

alifaticas de lipidios (fonte: [Petrache et al, 1999]).

4.3.4 Perfis de Densidade Parcial de Massa

Os perfis de densidade parcial de massa ¢ uma propriedade que pode ser diretamente
comparada com medidas de difracao de néutrons e difracdo de raios-X. Calculando os perfis de
densidade de diferentes grupos quimicos do lipidio ao longo da membrana, pode-se ter uma idéia
da distribuicao dos grupos ao longo da bicamada, além de indicar outras propriedades estruturais

importantes da membrana lipidica como a forma de agregacdo, espessura da membrana,
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permeabilidade a agua, etc. Os perfis de densidades parciais de massa foram calculados em
relagdo ao oxigénio da agua, atomo de fosforo do grupo fosfato, cations e cadeias lipidicas ao
longo do eixo z da caixa de simulacgdo, isto ¢, normal ao eixo da bicamada. A rotina do

GROMACS utilizada para esta tarefa foi o g_density.

4.3.5 Angulo entre as glucosaminas e o plano da membrana

E importante relacionar o formato individual dos lipidios e a sua orientagdo com a
maneira de agregacdo da membrana [Froloy et al/, 2011]. Baseado nisso, calculamos o angulo
entre os residuos de glucosamina do Lipidio A, assim como a sua orientagdo em relagdo ao plano
da membrana (eixo z). O programa utilizado para esse calculo (g tilf) separa os grupos de
atomos que se deseja medir os angulos entre si e projeta o angulo em relagdo a um eixo normal a
conexao entre eles. Repetindo esse calculo por toda a trajetdria e por todos os residuos. O angulo
de orientagdo do Lipidio A foi calculado como o angulo entre o eixo z € o vetor que conecta o
centro de massa das cadeias lipidicas e o centro de massa dos anéis de glucosamina para cada
molécula de Lipidio A. A rotina g_tilt ndo faz parte do programa GROMACS e foi desenvolvido
em nosso grupo [http://dqfnet.ufpe.br/biomat/Software.html].

4.3.6 Razao entre o raio de giro dos residuos de glucosamina e grupos metil (-CHj3)

terminais.

A determinagdo do formato do lipidio numa membrana ¢ uma grandeza indireta que

impele os arranjos na forma de agregacao das membranas biologicas [Froloy ef al, 2011].

O raio de giro de uma molécula ¢ uma medida do tamanho da molécula ou de volume
ocupado por ela durante a simulacdo. Estimamos a razdo entre o raio de giro dos anéis de
glucosamina do Lipidio A e dos grupos metila terminais das cadeias alifaticas com o intuito de

averiguar o formato da molécula, se conico ou cilindrico, e tentar correlacionar com o formato de
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agregacao da membrana. A razdo entre os raios de giro foi calculada para cada uma das 128 (ou
144) moléculas da membrana com o uso da rotina g_gyrate do programa GROMACS. A féormula

para o calculo do raio de giro de um grupo ¢ dado pela féormula:

1/2
R = <Zimi(ri - Tcm)2> 44

9 Zlml

Em que m; ¢ a massa do atomo i e a diferenca r; — r.,, € a posi¢ao do atomo em relagdo ao

centro de massa da molécula.
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5) Resultados e Discussao

A investigacao dos efeitos da temperatura, variagdo fenotipica e natureza do contraion na
fase e forma de agregagdo das membranas de Lipidio A foram divididas em dois grupos de
simulagdes, de maneira a melhor compreender qual a influéncia de cada um dos fatores descritos
na natureza atomistica das distintas membranas. No primeiro grupo de simulagdes, a temperatura
foi mantida constante (300 K) em todos os sistemas, ¢ foram incluidos ions mono- ¢ bivalentes,
Na“ e Mg®" respectivamente, para neutralizar a carga total do sistema. O segundo grupo ¢
constituido de simulagdes contendo os fons Na™ e Mg*" em novos quimiotipos de Lipidio A de E.
coli e P. aeruginosa. O efeito dos ions na forma de agregagdo das membranas ¢ investigado de
maneira mais detalhada.

5.1) Mudancas na Forma de Agregacio

A primeira parte das simulagdes foi realizada utilizando-se ions mono- e bivalentes em
bicamadas de Lipidio A de quimiotipos hexa- e pentacilados. Os ions escolhidos foram o Na” e o
Mg*". A razdo da escolha deve-se a grande quantidade de trabalhos envolvendo esses dois fons
de carga diferente, mas de tamanho similar. Todas as simulagdes foram realizadas a temperatura
de 300 K que produziram trajetorias com tempo superior a 200 ns. O primeiro passo ¢ verificar
se os sistemas estao equilibrados, através de checagem da energia potencial de cada sistema e da
area por cabeca de Lipidio A de cada bicamada.

5.1.1) Energia Potencial
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Figura 5.1.1: Energia potencial (kJ/mol) das bicamadas de Lipidio A penta- e hexaaciladas
tendooNa' e o Mg2+ como contraions.
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Os sistemas contendo Mg®" (mghex 300 e mgpent 300) como contrajon atingem a
convergéncia em torno de 50 ns. Ao contririo dos sistemas contendo Na™ (nahex 300 e
napent 300) onde a energia potencial assume um perfil pouco comum: a curva apresenta um leve
aumento no seu valor, para posteriormente diminuir e estabilizar somente por volta de 80 ns.
Esse perfil de energia potencial pouco comum pode estar associado a um rearranjo da membrana.
A energia potencial de todos os sistemas permanece estavel certificando a convergéncia em
termos energéticos da simulacdo computacional. O préoximo passo ¢ necessario verificar se as
simulagdes estdo equilibradas do ponto de vista estrutural. Para isso, analisaremos a area por
cabeca de Lipidio A de cada membrana.

5.1.2) Area por cabeca de Lipidio A

A area por cabeca foi calculada como descrito no capitulo de metodologia e os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 5.1.2 a seguir.
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Figura 5.1.2: Area por cabega de Lipidio A (nm”) das membranas hexa- e pentaaciladas tendo
Na“e Mg2+ como contraions.

Os valores da area por cabeca de Lipidio A para os sistemas contendo Mg>” como
contraion estdo dentro de um intervalo compativel com medidas prévias de area por cabega de
membranas de Lipidio A e LPS [Snyder et al, 1999]. O sistema hexacilado possui uma area por
cabeca de Lipidio A de 1,494 + 0,007 nm” e para o sistema pentaacilado o valor ¢ de 1,372 +
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0,008 nm”. Esses valores foram obtidos a partir da analise dos tltimos 50ns de cada trajetoria. Os
resultados da estimativa de 4rea por cabega de Lipidio A para membranas contendo o ion Na"
apresentaram valores bastante baixos, o que ¢ um indicio de formag¢do de uma estrutura nao-
lamelar na membrana. A confirmacao dessa suposi¢do pode ser comprovada com as estruturas
finais de cada simulagdo apresentadas na Figura 5.1.3.

nahex_ 300 (t= 199 ns) napent_300 (t =207 ns)
Figura 5.1.3: Estrutura final das membranas de Lipidio A hexa- e pentaaciladas contendo Mg*"
(superior) e estruturas contendo Na® como contraions (inferior). O instante de tempo da
simulacdo correspondente a estrutura esta indicada em cada figura. As membranas contendo o
jon Na' (nahex 300 e napent 300) foram representadas por cortes na regiio da membrana e
apenas a regiao contendo os lipidios foi reproduzida.
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Observando as estruturas finais das simulagdes, verifica-se a manutengdo da forma
lamelar nas membranas de Lipidio A contendo Mg*". As cadeias lipidicas de cada camada estdo
entrelacadas indicando certa desorganizacdo da membrana. As bicamadas contendo ions Na”
sofreram um forte rearranjo estrutural e toda a estrutura da membrana foi desfeita. A diferenca de
arranjo inicial em relagio as bicamadas contendo o fon Mg*" nos leva a crer que a presenga do
ion foi determinante para a mudanga estrutural apresentada.

5.1.3) Angulo de Inclinagio e Raio de Giro dos Lipidios A na Bicamada.

O formato molecular do Lipidio A e sua forma de agregacdo supramolecular sdo
requisitos importantes na determinagdo de sua endotoxicidade [Brandenburg et al, 1997,
Brandenburg e Seydel, 1988; Brandenburg et al, 1993; Seydel et al, 2000]. Isso permite supor
que a mudanga na forma de agregacio observada nas membranas contendo Na', esteja
relacionada a mudangas no formato dos lipidios que formam as bicamadas. Além disso,
poderiamos correlacionar o efeito do ion na estrutura da membrana.

O primeiro passo na investigacdo sobre a conformacdo molecular mais adotada pelas
moléculas de Lipidio A foi calculando o angulo de inclinagdo adotado entre os anéis de
glucosamina e o plano formado pela superficie da bicamada. As médias foram calculadas para
cada lipidio da bicamada ao longo dos ultimos 50 ns finais de simulagdo. Os resultados estdo
apresentados nas figuras a seguir (Figura 5.1.4 e 5.1.5). Esta andlise ndo foi realizada nas
membranas contendo o ion Na' pois a estrutura da membrana ndo se manteve em estrutura
lamelar.

O angulo de inclinagdo medido para as membranas contendo Mg*" praticamente ndo
sofreram variagdo em relacdo a mudanga de quimiotipo do Lipidio A. Os valores médios do
angulo de inclinagdo sao de 15,289 + 0,599 (mghex 300) e 15,863 + 0,635 (mg_penta300). Os
ultimos 20 ns de analise indicam um leve afastamento entre os valores medidos para cada
membrana, com a membrana pentaacilada apresentando valores médios superiores aos da
membrana com quimiotipo hexaacilado.

O grafico de freqiiéncia dos angulos calculados (Figura 5.1.5) indica que a maioria dos
angulos medidos para os dois quimiotipos possui valores de até 40°. A frequéncia decaindo com
o aumento do valor do angulo.
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Figura 5.1.4: Angulo de inclinagdo dos anéis de glucosamina do Lipidio A hexa- e pentacilado
tendo 0 Mg®" como contraion em relagdo ao plano da membrana. O angulo foi medido durante os
ultimos 50 ns de trajetoria equilibrada.

8 T T T T T
* o mghex_300
I o mgpent_300
)
6 - ]
=
) :
S
S 4 : _
3 .
— % %
[ 0. ®,
2+ ‘-.. .t.. ]
0 . | . &m . |
0 20 40 60 80

Angulo de Inclinagio (graus)

Figura 5.1.5: Frequéncia normalizada dos angulos de inclinagdo entre as glucosaminas e o plano
da membrana nas bicamadas de Lipidio A hexa- e pentaaciladas contendo o fon Mg*".
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Outro aspecto importante a ser conhecido sobre a conformagao dos Lipidios A em cada
bicamada ¢ saber o seu formato adotado. Como ja foi mencionado em outras partes do texto,
arranjos lamelares nas bicamadas de Lipidio A sdo adotados preferencialmente quando o lipidio
tem um formato cilindrico. Quando a molécula tem um formato mais conico, maior ¢ a chance de
um arranjo nao-lamelar ser formado [Mueller ef al, 2004; Brandenburg ef al, 1997; Brandenburg
et al, 1993]. Como temos arranjos nio-lamelares para as membranas contendo ions Na" podemos
testar a validade dessa hipotese através da razao entre os raios de giro dos terminais das cadeias
aciladas (-CHj3) e dos anéis de glucosaminas de cada Lipidio A (Figura 5.1.6).
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Figura 5.1.6: Razao entre o raio de giro dos grupos terminais das cadeias aciladas (CHj3) e dos
anéis de glucosaminas de Lipidio A hexa- e¢ pentaacilados tendo o Na® e o Mg”" como
contraions. As médias foram feitas sobre todos os lipidios da bicamada e nos ultimos 50ns de
trajetoria equilibrada.

o
o

A razdo entre os raios de giro observados nos Lipidios contendo ions Na' sdo cerca de
20% maiores que a razdo obtida entre os raios de giro das membranas contendo fons Mg”" como
pode ser observado na Tabela 5.1.1. Entre as membranas contendo Mg>" o quimiotipo
hexaacilado apresenta um valor para a razdo entre os raios de giro maior que o quimiotipo
pentaacilado. Esperava-se que, por possuir um numero menor de cadeias lipidicas e uma maior
area livre no plano da membrana, o valor da razdo fosse maior para a membrana pentaacilada.
Possivelmente, devido ao entrelagamento das cadeias de cada camada, observado na Figura
5.1.3, o movimento seja mais restrito que o esperado.
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+ e . . ~ .
Para as membranas contendo Na' o quimiotipo pentaacilado possui razdo maior que a do

e e . . + ~ . .
quimiotipo hexaacilado. As membranas contendo Na' possuem razdo entre os raios de giro

. 24 - q- SYET ,
maiores que as membranas contendo Mg~ indicando que o Lipidio A na presenca de ions
monovalentes tem um formato mais conico do que na presenca de ions bivalentes. Esse resultado
suporta a hipotese da influéncia do formato do Lipidio na forma do agregado e evidencia a
diferente influéncia do ion sobre o lipidio.

Tabela 5.1.1: Valores médios e desvio-padrao para a razao entre os raios de giro CH3/NAc-Glc
para os quimiotipos hexa- e pentacilados contendo ions Mg>" e Na* calculados nos tltimos 50 ns
de simulagao.

Simulac¢io Simulacgéo

mghex 300 2,726 +0.025 nahex 300 3,202 £+ 0,027

mgpent 300 2,633+ 0,037 napent 300 3,281 +0,033

A maior conicidade dos Lipidios tendo o Na" como contraion é consistente com as
estruturas nao-lamelares observadas para essas membranas. Interessante notar que para as
membranas de arranjo lamelar o valor da razao entre os raios de giro ¢ praticamente o mesmo €
ndo sofre efeito da estrutura quimica do Lipidio A. Uma informagdo importante ¢ que a maior
parte das caracterizagdes estruturais da conformagio de Lipidio A foi realizada utilizando o Mg”*
como contraion [Schromm et al, 2000; Gutsmann et al, 2000; Brandenburg et al, 1997;
Brandenburg et al, 1993; Seydel et al, 2000; Brandenburg et al, 2002] e com o sistema
apresentando baixa endotoxicidade e maior ordenamento.

5.1.4) Densidades Parciais

Analisamos estruturalmente as membranas contendo Mg”" e Na" através do uso de perfis
de densidade de alguns grupos quimicos da estrutura do Lipidio A. Os grupos foram os mesmos
escolhidos na analise de perfil de densidade das membranas contendo Ca>": os 4tomos de
oxigénio das moléculas de agua, os atomos de fosforo do grupo fosfato, os grupos metilenos das
cadeias aciladas dos Lipidios A e os ions que compdem a bicamada (Mg*" ou Na"). A analise foi
realizada de acordo com a posi¢ao ocupada por cada grupo em relacdo ao eixo Z da caixa de
simulacdo. Os graficos estdo apresentados na Figura 5.1.7.

. . 2+
A diferenca entre os perfis de densidade das membranas contendo Mg~ e daquelas

+ 4 ;. . , . . .,
contendo Na™ € notoria: as bicamadas contendo o ion bivalente possuem um perfil simétrico,
tipico de membranas lamelares; enquanto que as membranas de Lipidio A contendo o ion
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monovalente sdo completamente desordenadas, em mais uma prova da estrutura nao-lamelar
formada.
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Figura 5.1.7: Perfis de densidades parciais de nimero (nm™) ao longo do eixo Z de alguns
grupos quimicos selecionados para as membranas de Lipidio A contendo Na™ e Mg*". O calculo
foi realizado nos ultimos 50 ns simulados de trajetdria equilibrada de cada simulacao.

Analisando as membranas de Lipidio A lamelares percebe-se que o perfil de densidade ¢
bastante semelhante nos dois casos. A membrana de quimiotipo pentaacilado ¢ levemente mais
alongada que a de quimiotipo hexaacilado. As areas de interseccao entre os grupos O (H,O) e
das cadeias aciladas ¢ também maior na membrana de quimiotipo pentacilado do que na
membrana de quimiotipo hexaacilado. Esse resultado indica a maior permeabilidade a dgua da
membrana de quimiotipo pentaacilado em relagdo ao outro quimiotipo. Essa informacao esta de
acordo com medidas prévias de difracdo de néutrons realizadas em membranas de LPS para P.
aeruginosa [Abraham et al, 2007; Kucerka et al, 2008]. A localizagdo dos ions e a&tomos de P, do
grupo fosfato, na mesma regido do eixo Z, indica uma coordenagao dos ions com esse grupo na
trajetoria analisada. Analisando os perfis de densidade para a membrana contendo os ions
monovalentes observa-se uma situagdo bastante distinta. Os grupos quimicos que tiveram seu



63

perfil de densidade analisados estdo completamente distribuidos pela caixa de simulagdo com
quase nenhum padrao ou regularidade.

5.1.5) Funcgoes de Distribuicao Radial

A mudanca no formato de agregacao da membrana provocada pela mudanca de contraion
na membrana sugere que o processo ¢ iniciado pela substituicio de ions Mg®" por Na™ nas
vizinhangas da cabega do Lipidio A. Por conta disso, calculamos as fungdes de distribui¢do
radial para alguns pares de atomos selecionados e verificamos o seu comportamento sob efeito
dos ions mono- e bivalentes. Escolhemos os seguintes pares de atomos para analisar: cations
(Mg ou Na”) em relagiio aos atomos de oxigénio da agua; cations (Mg>" ou Na”) em relagdo ao
atomo de fosforo dos grupos.

5.1.5.1) Funciio de Distribuicio Radial de Pares: fon — O (H,0).

As distribui¢des radiais de pares entre o ion (Mg”" ou Na*) e o 4tomo de oxigénio da agua
apresentam um perfil geral parecido para os quatro casos analisados. Um pico mais intenso e
definido por volta de 0,25 nm e outro, bem mais largo ¢ menos intenso um pouco antes de 0,5
nm. Depois disso a distribuicdo assume o valor de uma unidade, como esperado. As membranas
contendo Mg>" tém um perfil quase idéntico, a principal diferenca é na intensidade do primeiro
pico: na membrana de quimiotipo hexaacilado o pico ¢ mais intenso. Comparativamente,
percebe-se 0 mesmo padrio entre os quimiotipos nas membranas contendo Na'. Analisando o
efeito do ion sob 0 mesmo quimiotipo, os ions Na' provocam uma diminui¢io de intensidade no
primeiro pico da distribuicdo e a deixam com cardter mais amorfo. A intensidade méaxima
também se desloca um pouco. Os resultados estdo apresentados na Figura 5.1.8 a seguir.
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Figura 5.1.8: Fungdes de distribuicdo radial do par fon — O (H,0) para as bicamadas de Lipidio
A hexa- e pentaaciladas contendo os ions Na™ e Mg”". Os graficos foram feitos para os tltimos
50 ns de trajetdria equilibrada.

5.1.5.2) Funcio de Distribuicio Radial de Pares: fon — P.

As fungdes de distribui¢do de pares para o par P — fon (Mg”" ou Na") ndo apresentam
diferencas entre os dois fenotipos em se tratando do mesmo ion, mas as diferengas entre os
graficos para ions de natureza quimica diferente ¢ bastante grande.

Inicialmente analisaremos as membranas contendo o Mg”™ como fon. O primeiro pico
acontece pouco depois de 0,25 e ¢ bem intenso e definido, sendo logo em seguida acompanhado
pelo segundo pico (quase da mesma intensidade em se tratando da membrana hexaacilada, mas
de menor intensidade na espécie pentaacilada). A curta distancia separando os dois picos ¢ um
indicio de que se trata do mesmo atomo de Mg”" coordenando com atomos de fosforo de dois
lipidios diferentes (Figura 5.1.9). Por volta de 0,5 nm aparece um segundo pico, mas bastante
largo e quase sem intensidade. A distribuicdo assume valor de 1 apos essa distancia.
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Figura 5.1.9: Fungoes de distribui¢ao radial do par P - lon para as bicamadas de Lipidio A hexa-

e pentaaciladas contendo os fons Na™ e Mg”". Os graficos foram feitos para os Gltimos 50 ns de
trajetoria equilibrada.

Analisando os graficos da distribui¢io radial de pares das membranas contendo o fon Na”
observamos que a intensidade dos picos ¢ bem menor ¢ eles sdo bem mais largos, indicando o
carater menos estruturado da membrana. Os dois picos com a mesma base em comum apontam
para a conclusdo de que existe dois pares fon — Na" bastante proximos. O que nos leva crer no
arranjo estrutural de um ion coordenando com apenas um atomo de foésforo e sem desempenhar o
papel de ponte entre atomos de fosforo de unidades lipidicas distintas. O segundo pico ja ¢
bastante largo e deve estar relacionado com o fon Na" e um atomo de nio-vizinho de fosforo do
mesmo lipidio. A distribuicdo de pares ndo assume o valor de 1 a distancias de até 2,5 nm.

Os niimeros de coordenagao dos pares analisados estao apresentados na Tabela 5.1.2. O
namero de coordenagdo total dos fons é proximo de cinco. Nas membranas contendo Mg>™ a
fungdo de distribuicdo radial indica que o cation esta cercado por dois atomos de fosforo. Isso
reforga a hipotese que o cation bivalente exerce o papel de ponte entre grupos fosfatos de

unidades lipidicas diferentes. A quantidade de moléculas de agua ¢ estimada como sendo em
torno de 3.
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Tabela 5.1.2: Numeros de coordenagdo dos pares Ion — P e Ion — O (H,O) para as membranas de
quimiotipos penta- e hexaacilados contendo os ions Mg* e Na".

Par mghexa 300 mgpenta 300 nahexa 300 napenta 300
fon — O (H,0) 3,1 3,0 4,50 4,33
fon—P 2,0 2,0 0,46 0,52

As membranas contendo fons Na' a quantidade de moléculas de 4dgua é bastante alta.
Uma inspegao visual na membrana mostra que muitos cations estdo completamente rodeados de
moléculas de agua. O namero de coordenacdo dos ions em relagdo ao fosfato ¢ de
aproximadamente 0,5, ou seja, aproximadamente um cation por molécula de Lipidio A. Isso
evidencia a auséncia da ponte entre grupos fosfatos de lipidios diferentes e pode-se atribuir a
essa evidéncia a perda de estrutura lamelar da membrana contendo Na”.

5.1.6) Parametros de Ordem do Deutério

Os parametros de ordem de deutério Scp para as cadeias aciladas sn-1, sn-2 e sn-3 (ver
Figura 5.1.10) foram calculados para as cadeias aciladas de Lipidio A nas membranas contendo
Mg*" e Na” como contraions. Nesta analise consideramos apenas os atomos de carbono (CH,)
das cadeias. Os resultados estao apresentados na Figura 5.1.11.

OH

sn-1 (7)/

sn-2 (9)/

sn-3 (11)/
Figura 5.1.10: Indicacdo das cadeias sn-/, sn-2 e sn-3 na molécula de Lipidio A. Entre
parénteses o nimero de atomos de carbono incluidos para analise em cada cadeia.



67

Como explicado no capitulo introdutério, o angulo de inclinacdo do n-ésimo carbono em
relagdo ao eixo normal da bicamada ¢ calculada a partir da posi¢ao dos a&tomos de carbono n+/ e
n-1. Desse modo, os atomos iniciais e finais da cadeia servem apenas como referéncia € ndo tem
os seus respectivos parametros de ordem calculados. Entdo, para cada cadeia, o nimero de
atomos indicados no grafico de parametro de ordem ¢ menor em duas unidades ao indicado na
Figura 5.1.10.
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Figura 5.1.11: Parametro de ordem médio para os atomos das cadeias aciladas do Lipidio A em
cada simulagdo. A propriedade foi calculada para os ultimos 50 ns de trajetoria equilibrada.

Os valores calculados para as cadeias lipidicas das membranas contendo Na" sdo bastante
baixos e proximos de zero. No entanto, pelo completo grau de desordem desses sistemas ¢ a
arbitrariedade em se definir o plano da membrana, ndo discutiremos a fundo os resultados pra
esses sistemas e concentraremos a discussdo nas membranas contendo Mg”" como contraion.

O comportamento esperado para o grafico de parametro de ordem de cadeias lipidicas ¢
um grafico onde o valor do pardmetro decai gradativamente para os atomos de carbono de maior
indice no sentido proximidade da cabeca do lipidio para a regido hidrofobica. A explicagao para
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esse comportamento ¢ simples: a medida que se aproxima do terminal da cadeia lipidica, menos
restritos sdo os graus de liberdade dos grupos terminais. Esses grupos apresentam uma maior
desordem e um menor valor do parametro de ordem. Esse comportamento ¢ observado apenas
para a cadeia denominada sn-/ (Figura 5.1.11). Essa cadeia tem como principal caracteristica ser
uma cadeia linear e ndo ramificada. Os graficos para as cadeias sn-2 e sn-3 apresentam
comportamento imprevisto para os pardmetros de ordem dos primeiros 4tomos da cadeia. Uma
possivel explicagdo para isso seria a interagdo atrativa entre os primeiros atomos de carbono da
cadeia sn-3 e sn-2 com atomos de oxigénio do grupo ceto-ester da cadeia sn-3. Essa interagao
atrativa limitaria o movimento dos atomos e conferiria aos atomos de carbono mais de rigidez,
refletindo assim, no formato dos graficos de parametro de ordem dessas cadeias. E interessante
notar que o grafico de parametro de ordem da cadeia sn-2 do quimiotipo pentaacilado (Figura
5.1.11) tem os valores praticamente idénticos para os primeiros atomos de carbono da cadeia. A
diferenca entre os quimiotipos reside justamente numa cadeia sn-3 inexistente em um dos
acucares. A membrana hexaacilada apresenta valores maiores para os parametros de ordem para
o deutério, indicando uma maior organizacdo das cadeias lipidicas em relacdo aquelas da
membrana pentaacilada. O maior espaco para as cadeias lipidicas se movimentarem no
quimiotipo pentaacilado contribuem para o menor grau de organizacdo constatado através da
analise de parametro de ordem.

Ao contrario de outras membranas biologicas onde os parametros de ordem de deutério
das cadeias lipidicas podem ser medidas através de RMN de proton [Douliez et al, 1995], a
orientagdo das cadeias aciladas de membranas lipopolissacaridicas e de Lipidio A as medidas sao
feitas utilizando refletancia total atenuada acoplada com espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier e aplicando. A técnica mede as mudangas que ocorrem nas refletdncias
internas do feixe, apds ter contato com a amostra. O resultado ¢ tratado com a técnica de
transformada de Fourier e um espectro de absorbancia ¢ obtido. Os picos t€ém suas posigdes
determinados, assim como a sua intensidade. Os coeficientes de absor¢ao sao entdo ajustados ao
parametro de ordem das cadeias [Brandenburg e Seydel, 1986]. O pardmetro de ordem obtido
por esse procedimento ¢ um valor para toda a membrana e ndo valores individuais para os
atomos de carbono da cadeia.

Dessa maneira, estimamos o valor médio dos parametros de ordem calculados para as
membranas e comparamos com medidas disponiveis na literatura [Brandenburg et al, 2003]. Os
valores que obtivemos para os parametros de ordem médio foram de 0,174 + 0,041 ¢ 0,134 +
0,037 para as membranas de quimiotipo hexa e pentaacilado, respectivamente. Os valores nao
apresentam confiabilidade estatistica para se mostrarem distintos, indicando ser necessario
analisar um tempo maior de trajetoria equilibrada. No entanto, as medidas experimentais
apontam as membranas hexaaciladas como sendo mais organizadas que as pentaaciladas
[Brandenburg et al, 2003].
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5.1.7) Orientacao das Moléculas de Lipidio A nos Agregados

A formagao de agregados nao lamelares de Lipidio A pode ocorrer de mais de uma forma
(Q1, Hy, Hyy) dependendo de uma variedade de fatores [Brandenburg, 1993; Seydel et al, 1989;
Brandenburg ef al, 1990]. A investigagdo da posicdo do Lipidio A na bicamada durante a
transi¢do e mudanca de forma de agregagdo. Para calcular o angulo de inclinagdo do Lipidio A
na bicamada medimos o angulo entre um vetor definido ao longo do maior eixo do Lipidio A e o
plano da membrana (definido a partir da configuracao inicial de cada sistema).

Os angulos medidos variam entre 0° (os Lipidios estdo paralelos ao eixo Z da membrana)
e 90° (as moléculas estdo perpendiculares ao eixo Z). Em membranas completamente ordenadas
o angulo de inclinagdo de todos os lipidios seria 0°. No entanto, ¢ sempre esperado que os
angulos de algumas moléculas apresentem inclinag¢do diferente de zero. Num caso de um sistema
micelar ideal espera-se uma distribuicdo de angulos cobrindo todos os valores possiveis de 0° a
90° com igual freqiiéncia. Os resultados para as nossas membranas estdo apresentados na Figura
5.1.12.
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Figura 5.1.12: Freqiiéncia ndo-normalizada dos angulos de inclinacdo do Lipidio A hexa- e
pentaacilado contendo fons Na® e Mg”" em relagio ao eixo Z. O angulo foi medido para os
ultimos 50 ns de cada simulagao.
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Os resultados demonstram coeréncia com as conclusdes ja obtidas através de outras
analises sobre a organizagdo das membranas. Os arranjos lamelares contendo o fon Mg
apresentam uma maior freqiiéncia de moléculas de Lipidio A com um baixo angulo de
inclinacdo. Para a membrana hexaacilada (mais ordenada) o valor mais comum ¢ de 15°,
enquanto que a membrana pentaacilada esse valor ¢ proximo de 30°. Para as membranas
contendo o Na' como contraion o comportamento observado foi o oposto. A freqgiiéncia dos
valores observados cresce linearmente com o aumento do angulo medido. Sendo o valor de 90° o
angulo mais observado nas duas espécies de Lipidio A utilizados em cada membrana. Esse
resultado reforga o aspecto desordenado dessas membranas.
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5.2) Efeito do Cation na Forma de Agregacio de Membranas de Lipidio A de P. aeruginosa
e E. coli.

As medidas de refletancia total atenuada usada em conjunto com a técnica de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (se¢dao 5.1.6) permitem relacionar
a absorbancia de radiagdo com o ordenamento (pardmetros de ordem) das cadeias lipidicas, como
também com o angulo de inclinacdo entre as cadeias lipidicas € o plano das membranas.
Algumas estimativas foram feitas e encontram-se resumidas na Figura 5.2.1. As espécies com
maior angulo de inclinagdo entre os anéis de glucosamina e o plano da membrana sao mais
endotoxicamente ativas, ao contrario das espécies de formato mais cilindrico.

= 15°

0® to 10°
=0t

Figura 5.2.1: Conformagao do Lipidio A e relacao com sua endotoxicidade: (A) altamente
endotoxico; (B) endotoxico; (C), (D) e (E) sao inativos. [Seydel et al, 2000].

Até esse ponto estavamos sempre trabalhando com duas variagdes fenotipicas do Lipidio
A de P. aeruginosa: o hexa- e o pentacilado, representados respectivamente por C ¢ E na Figura
5.2.1. Resolvemos entdo construir topologias para novas espécies de Lipidio A, a saber,
construimos a espécie hexacilada di- e monofosforilada do lipidio A para E. coli correspondentes
as estruturas A e B da Figura 5.2.1. Essas espécies hexaaciladas possuem uma distribuigcdo
assimétrica das cadeias aciladas em comparacdo a espécie hexaacilada da P. aeruginosa
(estrutura E). As estruturas diferem também no tamanho das cadeias lipidicas. Além disso,
construimos a topologia da estrutura tetraacilada para a P. aeruginosa (estrutura D).

A membrana de quimiotipo monofosforilado de Lipidio A (carga total de /e por lipidio)
foi neutralizada com fons Na'. Enquanto os outros quimiotipos tiveram o Mg”>" como contrajon
escolhido para neutralizar a carga total da membrana. Além do efeito do contraion novamente
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sendo testado nessas membranas, testamos também o efeito da temperatura sobre a membrana de
E. coli de quimiotipo hexaacilado e difosforilada. Realizamos simula¢des nesse sistema a trés
diferentes temperaturas: 278 K, 300 K e 328 K.

5.2.1) Energia Potencial

A primeira etapa para a andlise dos resultados foi determinando a fase equilibrada dessas
simulagdes. A e para isso avaliamos a energia potencial dos sistemas simulados (Figura 5.2.2).
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Figura 5.2.2: Energia potencial (kJ/mol) das membranas de Lipidio A hexa-, penta- e
tetraaciladas contendo fons Na™ e Mg®" ao longo de toda a trajetoria.

O grafico contendo a energia potencial das membranas apresenta sistemas com energia
potenciais estaveis e de perfil bem comportado. Exceto para o (ecoli namp300) onde a energia
potencial sofre uma elevacao no seu valor, para posterior estabilizagdo. Apesar disso, a energia
potencial de todos os sistemas apresenta-se estaveis apos os 50 ns de simulagdo. Conferida a
equilibracdo em termos energéticos do sistema, ¢ necessario verificar o comportamento estrutural
das membranas através do calculo da area por cabega do lipidio A.
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5.2.2) Area por cabeca do Lipidio A

Calculamos a area por cabecga de Lipidio A e os resultados estdo apresentados em forma
de grafico a seguir (Figura 5.2.3).
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Figura 5.2.3: Area por cabeca (nm”) para das membranas de Lipidio A hexa-, penta- e

tetraaciladas contendo fons Na™ e Mg*" ao longo de toda a trajetoria

As membranas hexaaciladas e difosforiladas simuladas em diferentes temperaturas
(ecoli_mg278, ecoli_mg300, ecoli_mg328) praticamente ndo apresentaram modificagdo no valor
da area por cabega ao longo do tempo. Indicando quase que nenhuma variacdo estrutural na
membrana sob efeito da temperatura. O valor da area por cabeca destas espécies (Tabela 5.2.1)
estd também em boa concordancia experimental com estimativas anteriores de area por cabeca
de lipidio A de Salmonella hexaacilado em LPS no valor de 1.56 nm” [Snyder ef al, 1999].

As outras duas membranas simuladas apresentam uma variagao bastante significativa do
valor da area por cabeca ao longo da simulagdo. Sendo isso um indicativo de mudangas na forma
de agregacdo das mesmas. A espécie tetraacilada (paeru mgtetr300) apresenta uma queda
acentuada no valor da propriedade nos primeiros 25 ns de simulagdes, para logo em seguida
apresentar um lento decaimento, mas sem parecer ter atingido um valor estavel. Esse
comportamento pode ser um indicativo da lenta convergéncia e equilibragdo do sistema, como
pode estar sendo influenciado pelo formato adotado pela membrana durante a dinamica.
Infelizmente ndo encontramos valores de area por cabega de Lipidio A, disponiveis para espécies
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tetraaciladas para fins comparativos. A estimativa da area por cabeca do Lipidio A para a espécie
monofosforilada e contendo o fon Na" como contraion apresenta um perfil semelhante ao de
outros sistemas de bicamadas de Lipidio tendo o ion monovalente na sua composi¢do: o baixo
valor da propriedade indica a formagao de um sistema ndo-lamelar.

Tabela 5.2.1: Valor médio com desvio-padrio para a 4rea por cabega de Lipidio A (nm?) dos
sistemas lamelares simulados nessa etapa do estudo. Os valores foram calculados para os ultimos
50 ns da trajetoria equilibrada.

Area por cabeca

Area por cabeca

Especie de Lipidio A (nmz) Especie de Lipidio A (nmz)
ecoli mg278 1,526 + 0.030 ecoli mg328 1,500 + 0.026
ecoli mg300 1,511 +0.025 paeru mgtetr300 1,066 + 0.094

A estrutura final das membranas simuladas demonstra a similaridade entre as estrutura
lamelares para as membranas ecoli mg278, ecoli mg300 e ecoli mg328. O sistema
ecoli_namp300 formou uma estrutura nio-lamelar e bastante desordenada. E interessante notar
como na sua estrutura final os ions Na™ nio estio proximos aos lipidios da regido hidrofébica e
sim rodeados por moléculas de agua. O sistema tetraacilado manteve a estrutura lamelar, mas
formando uma fase ripple e devido a grande ondulagdo formada e a dinamica do sistema,
acreditamos ser essa a razao da ndo convergéncia da area por cabega desse sistema. As estruturas
finais das membranas reforcando as discussdes sobre as suas formas de agregagdo estdo
apresentadas na Figura 5.2.4 a seguir.
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ecoli mg300 (=185 ns) ecoli mg328 (=188 ns)

ecoli_ namp300 (=178 ns) paeru_mgtetr300 (t=201 ns)
Figura 5.2.4: Estrutura final das bicamadas de Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas contendo
jons Na" e Mg®". A membrana ecoli namp300 foi representada por um corte no eixo Z onde a
maioria dos Lipidios A estavam concentrados. O tempo correspondente a estrutura representada
esta indicado entre parénteses.
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5.2.3) Perfil de Densidade

Os perfis de densidade de alguns grupos quimicos selecionados (cadeias aciladas, atomo
de fosforo do grupo fosfato, oxigénio da dgua e ions) ao longo do eixo Z da caixa de simulagdo
foram calculados (Figura 5.2.5).

As membranas hexaaciladas e difosforiladas apresentam um padrao simétrico e quase
idéntico entre si. Esse arranjo ¢ tipico de sistemas lamelares. Nessas membranas percebe-se que
os ions estdo localizados na mesma regiao dos ions fosfatos indicando a coordenagdo entre essas
espécies quimicas. O grau de hidratagdo das membranas também ¢ o mesmo com certa
penetragdao de agua, mas nao no nucleo hidrofébico da membrana. De maneira geral, o aumento
da temperatura ndo provoca alteracdo na distribuicdo de massa dos grupos analisados nas
membranas desse fenotipo do Lipidio A. As conclusdes obtidas a partir dos perfis de densidades
dessas membranas estdo de acordo com medidas experimentais de difragdo de néutrons de
membranas de LPS de P. aeruginosa [Kucerka et al, 2008]. A presenca do ion Na’
(ecoli_namp300) altera significativamente, em relacdo as membranas anteriores, o perfil de
densidade dos grupos analisados ao longo do eixo Z. A distribui¢do dos grupos esta disposta ao
longo de toda a caixa de simulagao corroborando com a imagem da estrutura final da membrana
apresentada na Figura 5.2.4.

O caso mais conflitante entre a analise dos perfis de densidade e a estrutura da membrana
encontra-se na membrana tetraacilada (paeru_mgtetr300). A membrana apresenta uma grande
ondulacdo (fase ripple) na sua estrutura. A andlise de perfil de densidade indica pouca
estruturagdo e uma larga distribui¢do dos grupos quimicos em relagdo ao eixo z da membrana,
inclusive com uma larga penetracdo de 4gua na regido hidrofoébica da membrana. Tal contraste
pode ser elucidado através de inspecdo visual da estrutura final da membrana e podem ser
explicadas pelo fato da ferramenta g_density analisar a distribuicdo dos grupos em relagdo a uma
dada posi¢ao do eixo z, mas nao levar em consideracdo a ondulacdo da membrana. Dessa forma,
a analise indica equivocadamente grupos quimicos na mesma coordenada, mas sem que eles
estejam realmente coexistindo naquela regido (Figura 5.2.6).
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Figura 5.2.5: Perfis de densidades parciais (kg/m’) de massa das membranas Lipidio A hexa-,
penta- e tetraaciladas contendo ions Na® e Mg”". O perfil foi calculado nos Gltimos 70 ns de
trajetoria equilibrada de cada membrana.
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Figura 5.2.6: Estrutura final da membrana de Lipidio A tetraacilado contendo ions Mg*". A
linha marrom indica uma posi¢do do eixo Z onde a densidade de moléculas de agua (van der
Waals) co-existe com a do ntcleo hidrofébico da membrana, sem necessariamente haver uma
grande quantidade de moléculas de agua dentro desse niicleo como indicado no perfil de
densidade da membrana.
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5.2.4) Parametros de Ordem do Deutério

Os parametros de ordem do deutério das cadeias aciladas dos lipidios foram calculados
para as bicamadas. Com a mudanga fenotipica dos lipidios necessitamos de redefinir a
nomenclatura das cadeias, como clarificado na Figura 5.2.7.
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Figura 5.2.7: Indicagdo das cadeias sn-1, sn-2, sn-3 e sn-4 nas variagdes fenotipicas de Lipidio
A. A esquerda temos o hexaacil Lipidio A de E. coli e a direita o tetraacil Lipidio A de P.
aeruginosa.

As medidas de pardmetro de ordem para os atomos de cada cadeia para todos os lipidios
componentes das membranas estdo apresentados na Figura 5.2.8. Percebe-se nos graficos a
presenca de trés (sn-1 e sn-2) ou dois conjuntos (sn-3 e sn-4) de curvas. O comportamento
esperado para os pontos, quanto mais proximos da parte hidrofilica, maior o valor do parametro
de ordem e, maior organizagdo, nao ¢ observada nas membranas hexaaciladas. Novamente, se
pode utilizar aqui o mesmo argumento utilizado na explicacdo desse resultado para as
membranas hexaaciladas de P. aeruginosa: a presenga de grupos ceto-ésteres provoca o
aparecimento de interagdes atrativas entre os atomos de oxigé€nios e atomos de carbono das
cadeias lipidicas. Isso restringe o movimento de certos atomos da cadeia causando divergéncias
entre os valores calculados e os esperados.

Os sistemas hexaacilados e contendo dois grupos fosfato na estrutura do Lipidio A
apresentam valores de parametros de ordem bastante semelhantes indicando o mesmo grau de
ordenamento nesses sistemas. O perfil das curvas, onde a desordem aumenta a medida que os
atomos de carbono das cadeias aciladas aproximam-se do nucleo hidrofobico. A partir dessa
analise, podemos concluir que as membranas estdio numa mesma fase de agregagdo. Esse
resultado ¢ condizente com medidas experimentais para a transicdo de fase de membranas de
Lipidio A hexaacilado de E. coli [Gutsmann et al, 2000]. Segundo a Figura 5.2.9, a transi¢do de
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fase de gel para liquido-cristalino para esta membrana inicia-se por volta de 35°C e continua até
quase 50°C. A faixa de temperatura coberta por nossas simulagdes se estende até 55°C. O que
implica, considerando certo grau de imprecisdao de nossas simulagdes, que estamos cobrindo
somente a regido da membrana na fase gel.
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Figura 5.2.8: Parametros de ordem dos atomos de deutério para as cadeias aciladas das
membranas Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas contendo fons Na™ e Mg*". A analise foi
realizada nos ultimos 70 ns de trajetoria equilibrada de cada membrana.

Os valores dos parametros de ordem para a espécie de Lipidio A tetraacilado
(pacru_mgtetr300) e hexaacilado monofosforilado (ecoli namp300) sdo bastante baixos e
caracteristicos de sistemas com certo grau de desorganizagao.
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Figura 5.2.9: Transi¢do de fase de membranas de Lipidio A de E. coli [Gutsmann et al, 2000]. A
faixa de temperatura de transigao esta indicada em vermelho.

Como ja discutido na primeira se¢ao de resultados, as medidas de parametro de ordem de
deutério para membranas de lipopolissacarideos e Lipidio A ndo estdo disponiveis para cada
atomo da cadeia lipidica. Particularmente, as medidas de refletincia total atenuada produzem um
valor relacionado ao ordenamento das cadeias dos lipidios e esse valor € entdo relacionado ao
parametro de ordem de todas as cadeias [Brandenburg ez al, 2003]. Por isso, resolvemos calcular
o valor médio do pardmetro de ordem do deutério para as nossas membranas e observar a
tendéncia nos valores. Os resultados estdo reunidos na tabela a seguir.

Tabela 5.2.2: Valores médios com os seus respectivos desvios-padrdes para os parametros de
ordem de deutério das membranas simuladas. Os resultados estdo separados por espécie de
bactéria.

E. coli P. aeruginosa
ecoli mg278 0,274 + 0,050 mghex 300 0,174 £ 0,041
ecoli mg300 0,270+ 0,053 mgpent 300 0,134 £ 0,037
ecoli mg328 0,270 + 0,054 paeru mgtetr300 0,065 + 0,031
ecoli namp300 0,011 £0,007

Analisando os resultados da Tabela 5.2.2 o grau de ordenamento das membranas de E.
coli (quimiotipo hexaacilado e com dois grupos fosfatos) mantém-se praticamente inalterado sob
efeito do aumento de temperatura, reforcando a idéia de que todas as membranas encontram-se
na mesma fase. A membrana monofosforilada tem um valor de parametro de ordem muito baixo,
mas que ¢ condizente com a estrutura ndo-lamelar adotada pela membrana.
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No caso das membranas da espécie P. aeruginosa ocorre uma diminui¢ao gradual da
ordem e aumento da fluidez do sistema, com a diminuicdo do numero de cadeias aciladas que
formam o Lipidio A. O que ¢é natural, pois diminuindo o nimero de cadeias hidrofébicas,
diminui a repulsdo entre as que restam no lipidio, permitindo uma maior flexibilidade e
movimenta¢do das mesmas. Além disso, a penetragdo de agua na membrana ¢ facilitada pela
diminui¢do do nucleo hidrofébico das mesmas. No entanto, os valores tém significancia
estatistica apenas para diferenciar o valor médio do parametro de ordem da membrana
tetraacilada dos demais quimiotipos de P. aeruginosa.

5.2.5) Funcoes de Distribuicao Radial

A diferenca de comportamento das membranas na presenga de ions mono- e bivalentes
incentiva o estudo do comportamento estrutural das bicamadas simuladas. Uma das maneiras
mais eficientes de realizar esse tipo de investigagdo ¢ através das fungdes de distribuicao radial
da pares. Escolhemos para analisar tr€s pares de atomos: ion e o atomo de fosforo do fosfato, ion
e 0 atomo de oxigénio da agua e o atomo de fosforo do fosfato e o de oxigénio da agua.

5.2.5.1) Funciio de Distribuicio Radial de Pares: fon — O (H,0).

As fungdes de distribuicao radial de pares para os ions e atomos de oxigénio da dgua para
os sistemas simulados estio apresentadas na Figura 5.2.10. Os sistemas contendo Mg>" como
contraion apresentam o seu primeiro pico de intensidade média e bem definido numa distancia
um pouco inferior a 0,25 nm. A intensidade do pico parece aumentar levemente nas membranas
de E. coli a medida que a temperatura aumenta. Sendo que a membrana tetraacilada ¢ a que
apresenta o pico mais intenso.

A membrana que tem Na' apresenta valor da intensidade ¢ menor justamente para a
membrana com estrutura ndo-lamelar indicando uma leve perda de estruturagdo para o par nesse
sistema, além do pico estar localizado num valor mais préximo de 0,25 nm. O segundo pico dos
sistemas ocorre por volta de 0,40 nm e ¢ bem menos intenso e menos definido em todos os
graficos (especialmente para a membrana contendo Na™ como contraion). Apds o segundo pico
as fungdes de distribui¢do de pares tem seu valor igual um.
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Figura 5.2.10: Fun¢des de distribuicao radial entre o ion e o atomo de oxigénio da agua para as

membranas Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas contendo fons Na™ ¢ Mg*". A analise foi
realizada nos ultimos 70 ns de simulacao.
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5.2.5.2) Funcao de Distribuicio Radial de Pares: fon - P.

O segundo par analisado foi o par ion (Na” ou Mg*") e dtomo de fosforo do grupo fosfato.
Pode-se dizer que o mesmo padrio observado para as fungdes de distribuigdo radial do par fon —
O (H,0) foi observado no par fon- P. As membranas contendo Mg>"~ com um padrio similar
entre si e diferindo bastante do padrdo apresentado pela membrana contendo Na .

Analisando os graficos das membranas contendo ions bivalentes: o primeiro pico aparece
apos 0,25 nm. E bem intenso, fino e definido. Este primeiro pico ¢ seguido por um segundo pico
de intensidade menor e quase sem separacdo entre ambos. A intensidade do primeiro pico
diminui a medida que a temperatura aumenta e para o quimiotipo de P. aeruginosa a intensidade
¢ a menor do grupo. O comportamento inverso € observado no segundo pico, com aumento
gradual de sua intensidade com o aumento da temperatura. A distribuicdo assume o valor de 1
para todos os casos apos 0,75 nm de distancia entre o par. A curta distdncia entre os dois picos
indica que as ligagdes entre o ion Mg*" e o dtomo de fésforo deve ocorrer entre um ion e dois
grupos fosfatos de lipidios distintos.

Na membrana formada pelo Lipidio A monofosforilado a intensidade do primeiro pico da
densidade do par ¢ bastante menor do que para a espécie difosforilada. A menor organizagao
estrutural para a membrana de agregacdo nao-lamelar ¢ refletida no grafico. O segundo pico €
por volta de 0.5 nm e tem quase metade da intensidade do primeiro, mas muito mais largo
indicando uma menor organizacao estrutural na membrana. O primeiro pico, mais intenso € a
curta distincia, do par Na” - P é um indicativo que o fon deve se coordenar com apenas um
atomo de fosforo e de uma unidade de Lipidio A apenas, ndo desempenhando o papel de ponte
entre unidades de Lipidio A semelhante ao ion bivalente.
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Figura 5.2.11: Fungdes de distribuicdo radial entre o ion e o atomo de fésforo do grupo fosfato
para as membranas Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas contendo fons Na“ e Mg*". A anilise
foi realizada nos ultimos 70 ns de simulagao.

A diferenga na vizinhanga de cada ion pode ser mais bem visualizada a partir do calculo
de nimero de coordenag¢do de cada grupo analisado ao redor do ion. Estes resultados estdo
apresentados na Tabela 5.2.3 a seguir. O aumento da temperatura provoca um aumento da
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vizinhanga de 4gua em torno do fon Mg”>" para as membranas de E. coli, mas a manutengio do
numero de ions fosfato ao redor do atomo. Podemos concluir que o grau de hidratacdo da
membrana estd aumentando, mas o papel estrutural desempenhado pelo Mg>* se mantém
inalterado.

Tabela 5.2.3: Numeros de coordenagdo dos pares Ion — P e Ion — O (H,O) para as membranas de
E. coli quimiotipos hexaacilado e mono- e difosforilado, além da membrana de P. aeruginosa
tetraacilada.

Par ecoli mg278 | ecoli mg300 | ecoli mg328 | ecoli namp300 | paeru mgtetr300
fon - O (H,0) 2,5 2,8 3,0 4,70 3,67
fon—P 2,0 2,0 2,0 0,10 1,25

Na membrana de E. coli contendo Na" a vizinhanca em torno do cation é basicamente
formada por moléculas de agua, indicando a sua localizacdo na regido hidrofilica da caixa de
simulagdo. A presenca quase nula de atomos de fésforo ao redor de fons Na™ é um indicativo que
esse cation ndao desempenha papel estrutural junto ao Lipidio A. Podendo residir ai, a
desestabilizagdo da forma lamelar de bicamadas de Lipidio A contendo Na" como contraion.

5.2.6) Angulo de Inclinagio e Raio de Giro dos Lipidios A na Bicamada.

Existem varias relagdes estabelecidas que correlacionam a conformacdo e estrutura
quimica primaria do Lipidio A com sua atividade endotoxica e forma de agregagdo. As unidades
de Lipidio A de formato mais cilindrico costumam ser mais endotoxicamente mais inativas e
formar agregados lamelares. Por conta disso, estimamos a razao entre os raios de giro dos grupos
metis terminais de cadeia e os anéis de glucosamina da parte hidrofilica do Lipidio A. Essa
medida nos dard uma estimativa do formato médio das unidades de Lipidio A que formam a
bicamada. A varia¢do fenotipica composta pelo Lipidio A de E. coli hexaacilado e difosforilado
apresenta uma razdo entre os raios de giro um pouco superior a dois (Figura 9.3.12). A
temperatura praticamente nao altera o valor da razdo e indica um formato levemente conico para
os lipidios componentes desse sistema. O valor da razdo entre os raios de giro dos lipidios da
variedade fenotipica monofosforilada ¢ ligeiramente superior a trés. O lipidio A neste fendtipo
possui a mesma quantidade de cadeias aciladas, mas o efeito do contraion provoca um formato
mais conico para os lipidios dessa membrana. O formato mais conico dos lipidios na membrana
ecoli namp300 em comparagdo com os lipidios provenientes dos fenotipos difosforilados
corrobora a hipotese que afirma que lipidios de formato mais conico tendem a formar estruturas
agregadas ndo-lamelares.
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O resultado aparentemente mais surpreendente ¢ o valor da razdo entre os raios de giros
para os lipidios componentes da membrana paeru_mgtetr300. O valor obtido ¢ quase duas vezes
maior que o obtido para a membrana ecoli namp300, s6 que ao contrario desta ultima, a espécie
tetraacilada mantém a forma lamelar na sua forma de agregagdo. O alto valor da razdo pode ser
facilmente explicado: com um menor nimero de cadeias aciladas, menor a repulsdo entre as
cadeias restantes e, por isso, maior liberdade para se movimentarem na regido hidrofobica da
membrana. As analises dos parametros de ordem de deutério ja haviam demonstrado a grande
fluidez dessa membrana. Por essas razdes o espago ocupado pelos grupos terminais da cadeia ¢
grande, o formato das unidades lipidicas conicas e a razao entre os raios de giro alto.
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Figura 5.2.42: Razao entre os raios de giro dos grupos metis terminais das cadeias aciladas e dos
anéis de glucosamina das unidades de membranas Lipidio A hexa-, penta- e tetraaciladas
contendo fons Na“ e Mg>". As médias foram calculadas sobre todas as moléculas de lipidio da
bicamada nos ultimos 70 ns de simulagao.

No entanto, como explicar a manuteng@o da estrutura lamelar da membrana tetraacilada?
A resposta para esse questionamento pode ser encontrado no formato em fase ripple da
membrana. As ondulagdes dessa forma de agregagdo permitem um melhor arranjo do Lipidio A
mesmo com essa forma conica e mantendo a estrutura lamelar. Pode-se atribuir também a
retencdo da estrutura lamelar dessa membrana ao papel desempenhado pelos fons Mg®” atuando
como ponte entre dois fosfatos de lipidios diferentes. Os valores médios da razdo entre os raios
de giros das membranas estdo apresentados na Tabela 5.2.4 e ratificam a discussdo realizada
previamente, onde uma pequena diferenca observada para as membranas de E. coli difosforilada.
A membrana tetraacilada apresenta o maior valor da razao entre os raios de giro.
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Tabela 5.2.4: Valores médios e desvio-padrao para a razao entre os raios de giro CH3/NAc-Glc
para os quimiotipos de E. coli e P. aeruginosa contendo ions Mg®" e Na™ calculados nos ultimos
50 ns de simulagao.

Simulacgéo Simulac¢io
ecoli mg278 2,238 + 0,028 paeru_mgtetr300 6,735+ 0,270
ecoli mg300 2,245 £ 0,031 ecoli namp300 3,265+ 0,028
ecoli mg328 2,184 + 0,029

Outra andlise realizada que permitiu correlacionar a estrutura primaria dos lipidios com
sua forma de agregagdo foi medir o angulo de inclinagdo entre os anéis de agucar e o plano da
membrana. Os resultados apresentados na Figura 5.2.13 mostram-se ligeiramente diferentes dos
estimados anteriormente [Seydel e a/, 2003]. A espécie de Lipidio A hexaacilado e assimétrico
(correspondente as membranas ecoli_ mg278, ecoli_mg300 e ecoli mg328) teve o maior angulo
de inclinacdo medido e ¢ a membrana de maior atividade endotoxica. Seu formato mais conico
deveria favorecer a formagdo de estruturas ndo lamelares. As nossas simulagdes apontaram
membranas lamelares e com angulo de inclinagdo menor que o estimado.
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Figura 5.2.13: (a) Angulo de Inclinagdo entre os anéis de glucosamina do Lipidio A e o plano da
membrana. A propriedade foi medida nos ultimos 70 ns de cada simulagdo. (b) Angulo de
inclina¢do de algumas espécies de Lipidio A medidos por radiacao de infravermelho polarizada
[Seydel et al, 2003].

A espécie hexaacilada monofosforilada, prevista experimentalmente como endotoxica e
com angulo de inclinagdo por volta de 35°, foi prevista como nao-lamelar € com angulo em torno
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55° a partir de nossas simulagdes. O efeito do contraion pode ter exercido um impacto
importante nos resultados de nossas simulagdes que pode ndo ter sido testado
experimentalmente. A concorddncia com o angulo de inclinagdo em relagdo ao plano da
membrana foi bastante discrepante também em relagdo a membrana tetraacilada.

As medidas experimentais de atividade biologica e angulo de inclinagdo, além de
indiretas, apresentam incertezas associadas a ela e dependéncia de fatores como o conteudo de
agua na membrana, a forma de preparacdo da membrana e a espécie de bactéria. Estudos de
diagramas de fase indicam que o lipidio A adota estrutura lamelar quando o contetido de 4gua em
seu interior ¢ menor que 60% e sofre transicdes para estruturas nao-lamelares cubicas quando o
conteudo de 4gua ¢é alto [Brandenburg et al, 2003]. O papel do fon Mg na razio molar de 1:1
com o Lipidio A ¢ de favorecer estruturas lamelares em temperaturas abaixo da temperatura de
transicdo [Seydel et al, 1993]. No entanto, o efeito do ion Na’ (monovalente) ainda ndo é tio
bem estudado e documentado. Alguns estudos indicam que o comportamento de membranas de
Lipidio A, tendo 0 Na" como contraion, é semelhante ao de membranas de Lipidio A deionizadas
[Faunce et al, 2005].
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6. Conclusoes e Perspectivas

Através da utilizacdo de simulagdes classicas de dinamica molecular associada a um
campo de forca atomistico com pardmetros desenvolvidos de acordo com a filosofia GROMOS,
fomos capazes de descrever a dinamica, estrutura e forma de agregacdo em membranas de
Lipidio A. As simulagdes realizadas mostraram-se capazes de reproduzir dados estruturais de
bicamadas de Lipidio A de P. aeruginosa e E. coli como, tais como area por cabega de Lipidio
A, perfis de densidade, parametros de ordem e hidratacao relativa.

Adicionalmente, caracterizamos o papel desempenhado pelos contraions (mono- e
bivalentes) nas formas de agregagdo dessas membranas. Embora Lipidios A em estruturas nao-
lamelares tendam a ter uma maior conicidade, verificamos que apenas o formato (conico ou
cilindrico) do lipidio A ndo ¢ suficiente para determinar o arranjo do agregado que ele formara.
A capacidade de um ion em formar pontes (crosslink) entre grupos fosfatos de lipidios vizinhos
assegura a manutengdo de estruturas lamelares em membranas formadas por lipidios de formato
conico. fons monovalentes resultam em lipidios com formato mais conicos e em estruturas
menos ordenadas (baixos valores de parametros de ordem, alto angulo de inclinag@o e estruturas
ndo-lamelares), enquanto que ions divalentes tendem a estabilizar estruturas lamelares. Exemplo
importante desse papel estrutural importante ¢ a membrana tetraacilada de P. aeruginosa. Apesar
de formato bastante conico adotado pelo Lipidio A nessa membrana, mais pronunciado que o
caracterizado em lipidios de agregados contendo ions monovalentes, a estrutura lamelar ¢é
preservada numa fase ripple para a bicamada.

Comparando os diferentes quimiotipos de Lipidio A de P. aeruginosa sob efeito do
mesmo contrajon (Mg”"), conclui-se que quanto menor o numero de cadeias aciladas do lipidio,
maior a permeabilidade da membrana a agua e conicidade dos lipidios que compdem a
bicamada. A estruturacdo e ordenamento da membrana também decai com a diminui¢ao do
numero de cadeias aciladas do lipidio A.

Como perspectivas para esse trabalho citamos:

1) A caracterizagao de diferentes fases lamelares de bicamadas de Lipidio A de P.
aeruginosa através de simulagdes de dindmica molecular. Assim como a adequacdo e
desenvolvimento de novas ferramentas de analise que levem em consideragdo a morfologia da
membrana e suas curvaturas.

ii. O estudo da forma de agregacdo de bicamadas de Lipidio A tendo contraions
trivalentes em sua composicdo seria de grande importincia para entender a natureza desses
sistemas. Os ions trivalentes poderiam indicar, se esses ions seriam capazes de organizar a
membrana em formas ndo-lamelares mais complexas e qual a implicacdo biologica dessas
mudangas estruturais.
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iii. A investigagdo da interacdo desses agregados com peptideos antimicrobianos e
receptores celulares. Devido a influéncia do contraion na forma de agregagdo de membranas de
Lipidio A, esta proposta motiva e se retroalimenta em futuros estudos in vitro. O papel
desempenhado pelos ions em bicamadas de Lipidio A, levando a perda ou manutencdo da
estrutura lamelar, pode ser utilizado em estudos para o esclarecimento sobre a unidade basica de
Lipidio A ativa biologicamente, se em formato de agregados ou de moléculas isoladas.
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7. Apéndice

Nesta secdo descreveremos os comandos utilizados para a construgdo das caixas de

simulagao.

editconf —f lipida.pdb —o lipida.gro —d 0 —princ

Neste comando a molécula foi alinhada aos eixos principais do sistema, convertido ao
formato de arquivo padrdo do GROMACS e as dimensdes da célula unitaria sdo definidas como

a maior distancia entre os atomos da estrutura em cada eixo tridimensional.

editconf —f lipida.gro —o lipida2.gro —rotate 0 0 180

Neste comando a molécula de Lipidio A foi rotacionada em 180° graus no eixo Z. A

partir dos dois arquivos gerados através do comando editconf construiremos a nossa bicamada.

cat lipida.gro lipida2.gro > Ipastacked.gro

As duas moléculas foram concatenadas no mesmo arquivo de estrutura com um plano de
simetria passando entre o final das cadeias alquila de cada lipidio. No entanto, ainda ndo temos

uma bicamada de Lipidio A.

genconf —f Ipastacked.gro —o Ipabl.gro —nbox 8 8 1 —dist 0 0 0

Utilizando o comando genconf o bindrio de Lipidio A foi replicado para formar
bicamadas contendo 64 (72) lipidios em cada camada. Para caixas de maior dimensao a opgao

nbox foi seguida pelos argumentos 8 9 1. Os nlimeros apds a opgao nbox indicam a quantidade
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de réplicas criadas em cada respectiva dimensao da nova caixa de simulagdo. A distancia entre

cada réplica foi colocada como zero.

editconf —f Ipabl.gro —o lpablbox.gro —box 10 10 14

As dimensodes da caixa foram alteradas com o comando editconfpara conter as moléculas
de agua que servirdo para compor o sistema. Todas as nossas caixas de simulagdo tém

aproximadamente as dimensdes de 10 x 10 x 14 nm.

genbox —cp Ipablbox.gro —cs spc216.gro —o Ipablwtr.gro

O comando genbox promoveu a adicdo de moléculas de agua no restante do espaco
disponivel na caixa de simulacdo. As razdes para ado¢do do modelo SPC para as moléculas de
agua serdo discutidas adiante na se¢do 8.2. O raio de van der Waals dos atomos de carbono da
cadeia alquila foi alterado para o valor de 0.5 nm para evitar a oclusdo de moléculas de agua nos
intersticios hidrofobicos da membrana. Apos esses comandos, temos a nossa caixa de simulagdo
pronta. No entanto, ainda ¢ necessario criar um arquivo de topologia com os parametros do
campo de for¢a para as moléculas a serem simuladas. Essa etapa ¢ realizada com o comando a

seguir.

pdb2gmx —f Ipablwtr.gro —p Ilpablwtr.top

O procedimento descrito acima foi adotado para a preparagdo das caixas de simulagao
contendo o Lipidio A hexaacilado contendo contra-ions mono- e bivalentes. As caixas de
simulacdo das espécies tetra- e pentaaciladas de Lipidio A foram construidas a partir de
configuragdes equilibradas (comprovadas através de medidas da area por cabeca do lipidio e
energia potencial) da espécie hexaacilada. Neste processo de alteragdo da estrutura fenotipica do
lipidio ndo se alterou a natureza do contra-ion presente na bicamada lipidica, como também ndo
se alterou a temperatura da simulagdo. Isso significa que a espécie pentaacilada de Lipidio A

contendo ions Ca®" a temperatura de 300 K foi gerada a partir de uma configura¢io da espécie
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hexaacilada contendo o mesmo ion e temperatura. As caixas de simulagdo das espécies tetra- e
pentaaciladas tiveram suas energias minimizadas e s6 em seguida submetidas a simulagdes de

dindmica molecular.

Antes de realizar uma simula¢ao de dinamica molecular ou uma minimizagao de energia
¢ necessario reunir todas as informagdes que o programa GROMACS necessita (estruturas
inicias, topologias, pardmetros de simula¢do e/ou minimiza¢do) num arquivo bindrio para ser

executado pela rotina mdrun. Essa tarefa ¢ realizada com a rotina grompp.

grompp —f em.mdp —c Ipablwtr.gro —p Ipablwtr.top —o Ipabl_em.tpr

Depois de obtido o arquivo #pr, realizamos a minimiza¢ao de energia do sistema. A
estrutura minimizada obtida ¢ submetida novamente ao comando grompp para gerar um novo
arquivo bindrio fpr, agora com os parametros da simulagdo, para, sO entdo, realizarmos a
simulacdo de dinamica molecular propriamente dita. Essas etapas estdo representadas pelos

comandos listados abaixo:

mdrun —d —s Ipabl_em.tpr —v —deffnm Ipabl_em.tpr

grompp —f md.mdp —c Ipabl_em.tpr.gro —p Ipablwtr.top —o Ipabl_md.tpr

mdrun —d —s Ipabl_md.tpr —v —deffnm Ilpabl_md.tpr



Protocolo de minimizagao de Energia (em.mdp):

integrator = steep
emtol =1.0
emstep =0.01
nsteps =10000
nstlist =1
ns_type = grid

rlist =1.0
coulombtype =PME
rcoulomb =1.0
rvdw =1.0
pbc =Xyz

Protocolo de simulagdo de dindmica molecular (md.mdp)
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integrator =md

dt =0.001
nsteps =200000000
ns_type = Grid
nstlist =1
nstcomm =1
comm_mode = Linear
comm-grps = Ipa solv ion
nstlog = 1000
nstxout = 1000
nstvout = 1000
nstfout =1000
nstenergy =1000
nstxtcout = 1000
tcoupl = v-rescale
pcoupl = berendsen
tau-p =1

ref-p =1.0

compressibility = 4.5e-05
rlist =12

coulombtype = Reaction-Field

rcoulomb =12
vdwtype = Cut-off
rvdw =12
epsilon_r =1
epsilon_rf =66
constraint-algorithm = lincs
constraints = h-bonds
lincs_order =4

lincs warnangle =30

lincs_iter =1

1d_seed =1993

tc_grps = Ipa solv ion

ref t= 300 300 300
tau t= 0.1 0.1 0.1
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