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RESUMO

Pseudomona aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa com ampla distribuicdo em
ambientes abidticos, e bidticos onde atuam com patdogenos oportunistas causadores de
morbidade e mortalidade. Sua agdo infecciosa ocorre especialmente quando o hospedeiro
exibe alguma deficiéncia imunoldgica. P. aeruginosa exibe resisténcia a um amplo espectro
de antibidticos, e portanto a busca de novas drogas que preferencialmente minimizem ou
impecam o desenvolvimento de resisténcia bacteriana ¢ uma necessidade imediata. As
polimixinas sdo polipeptidios antimicrobianos catidnicos (CAP) sintetizados por varias cepas
de bactérias gram-positivas da Bacillus polymyxa utilizados em casos de multirresisténcia por
parte de microrganismos infecciosos. Embora as polimixinas sejam muito eficientes, estes
compostos possuem efeitos colaterais severos associados a nefrotoxicidade e neurotoxicidade
que limitam a sua aplicagdo no ambito hospitalar. Nesta dissertacdo foi investigado o
mecanismo molecular de agcdo do peptidio antimicrobiano Polimixina B em cepas susceptiveis
ou resistentes de P. aeruginosa. Simulacdes de dinamica molecular (DM) com modelos
atomisticos foram realizadas para diferentes concentragcdes da molécula de Polimixina B em
presenga de diferentes quimiotipos da membrana externa da bactéria Gram-negativa P.
aeruginosa. Os quimiotipos simulados foram lipideo A, lipideo A modificado pela adi¢do do
grupo 4-amino-4-deoxy-l-arabinose aos grupos fosfatos, ¢ LPS Re nas formas penta- e hexa-
aciladas. Os modelos moleculares para os lipopolissacarideos constituintes da membrana
externa em bactérias Gram-negativas foram parametrizados e validados previamente no
Grupo de Modelagem de BioMateriais. Devido a inexisténcia de uma estrutura tridimensional
para a Polimixina B, diferentes protocolos de simulag¢do foram comparados, e selecionados de
acordo com capacidade de reproduzir os valores de acoplamento vicinal 3JHN,H obtidos
experimentalmente em solugdo por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).
Os diferentes protocolos foram comparados em funcdo do conjunto de pardmetros atdmicos
(GROMOS 54A7 versus GROMOS 53A6), tratamento eletrostitico de longa distancia
(campo de reagdo versus particle-mesh Ewald), e método de amostragem (DM convencional
versus DM acoplada a técnica de simulated annealing DM/SA). O protocolo combinando os
parametros atdmicos do GROMOS 54A7, campo de reagdo e amostragem via DM/SA
resultou em valores de constante de acoplamento calculados com um RMSD médio de 0,86
Hz comparado aos valores experimentais. Este protocolo foi usado para as simulagdes de DM
dos quimiotipos de LPS em presenca da Polimixina B. Nos quimiotipos sem a adi¢do de 4-

amino-4-deoxy-l-arabinose foram observadas modificagdes estruturais nas bicamadas



lipopolissacaridicas induzindo um aumento de até 40% na curvatura da membrana, aumento
da espessura da bicamada e uma mobilidade dos contra-ions responséaveis pela manutencao
da estrutura das mesmas 5 vezes maior que a apresentada pelos mesmos quimiotipos sem
presenca do antimicrobiano. Essas modificacdes ndo foram verificadas nos quimiotipos de

LPS adicionados de 4-amino-4-deoxy-l-arabinose.

Palavras-chave: Parede celular bacteriana. Analise conformacional baseado em dados de
RMN. Polimixinas B, M e E. Inducao de curvatura positiva. Coeficiente de difusdao de contra-

ions.



ABSTRACT

Pseudomona aeruginosa is a Gram-negative bacterium with wide distribution in
abiotic and biotic enviroments, where they act as opportunistic pathogens causing morbidity
and mortality. Their infectious action occur especially when the host exhibits some
immunological deficiency. P. aeruginosa exhibits resistance to a broad spectrum of
antibiotics, and therefore the search for novel drugs that preferentially minimize or prevent
the development of bacterial resistance is an immediate necessity. Polymyxins are cationic
antimicrobial polypeptides (CAP) synthesized by several strains of Bacillus polymyxa gram-
positive bacteria used in cases of multiresistance by infectious microorganisms. Although
polymyxins are very efficient, these compounds have severe side effects associated with
nephrotoxicity and neurotoxicity that limit their clinical applications. In this dissertation, we
investigated the molecular mechanism of action of the antimicrobial peptide Polimixin B in P.
aeruginosa susceptible or resistant strains. Simulations of molecular dynamics (DM) at the
atomic level were performed for different concentrations of the Polymyxin B molecule in the
presence of different outer membrane chemotypes of the Gram-negative bacterium P.
aeruginosa. The simulated chemotypes were lipid A, lipid A modified by the addition of the
4-amino-4-deoxy-1-arabinose group to the phosphate groups, and LPS Re in the penta- and
hexa-acylated forms. The molecular models for lipopolysaccharides constituting the outer
membrane in Gram-negative bacteria were previously parameterized and validated in the
BioMaterials Modeling Group. Due to the lack of a three-dimensional structure for
Polymyxin B, different simulation protocols were compared, and selected according to the
ability to reproduce the *J un.u vicinal coupling values obtained experimentally in solution by
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. The different protocols were compared
according to the set of atomic parameters (GROMOS 54A7 versus GROMOS 53A6), long-
distance electrostatic treatment (reaction field versus particle-mesh Ewald), and sampling
method (conventional MD vs. MD coupled to the Simulated Annealing techinique MD/SA).
The protocol combining the atomic parameters of GROMOS 54A7, reaction field and
sampling via MD/SA resulted in coupling constant values calculated with an average RMSD
of 0.86 Hz compared to the experimental values. In the chemotypes without the addition of 4-
amino-4-deoxy-1-arabinose, structural modifications were observed in the lipopolysaccharide
bilayers inducing an increase of up to 40% in the membrane curvature, alongside an increase
in the thickness and in the mobility of the counter-ions responsible for maintaining its

structure of about of 5 times higher than that presented by the same chemotypes without



antimicrobial presence. These modifications were not verified in the LPS chemotypes added

with 4-amino-4-deoxy-1-arabinose.

Key words: Bacterial cell wall. Conformational analysis based on NMR data. Polymixins B.

M and E. Induction of positive curvature. Couterions diffusion coefficient.
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Estrutura quimica da molécula de lipopolissacarideo da bactéria Gram-negativa P. aeruginosa.
Podem ser observadas trés regides funcionais: o lipideo A, cujas cadeias alquilas formam a
parte lipidica da bicamada, e o inner e outer core constituidos por oligossacarideos.

Estrutura quimica da polimixina B1 em pH neutro ou acido.

Imagem mostrando se¢do da célula de uma P. aeruginosa. A) bactéria ndo tratada com
antibiotico. B) tratada com Polimixina B. C) tratada com Polimixina E. D) ampliagdo da
imagem B, realcando as estruturas formadas pelo ataque do antimicrobiano a membrana
externa da bactéria.

Comparacao entre diferentes escalas espacial e temporal amostradas pelo método de simulagdo
de dinamica molecular com tratamento de particulas por mecanica quéntica, mecanica classica
atomistica e coarse-grained.

Exemplo de conex@o entre os atomos de uma cadeia.

Esquema para visualizagdo de como o algoritmo funciona. A) rotagdo ndo restringida de dois
atomos, B) definicdo da proje¢@o da nova orientag@o sobre a antiga como nula e C) redefinigdo
do comprimento de ligagdo como o valor antigo.

Pequeno intervalo da simulagdo demonstrando como a temperatura do sistema foi variada
durante a utilizagcdo do método de amostragem melhorada.

Exemplo da configuracdo inicial das simula¢des entre polipeptidio e membranas bacterianas.
Em a) pode ser observada a visdo frontal do sistema, enquanto que em b) a visdo superior &
demonstrada. Em vermelho e amarelo estdo representados, respectivamente, os oxigénios ¢
fosforo do grupamento fosfato dos lipideos, ao passo que em cinza estdo as cadeias alquilicas.
Em verde sdo destacadas as moléculas de polimixina em contato com a membrana.

Esquema mostrando como ¢ calculado o angulo de desvio utilizado na quantificacdo do
pardmetro de ordem de curvatura. A) exemplo de sistema ndo apresentando curvatura, onde o
eixo normal a membrana coincide com o eixo normal do sistema. B) exemplo de sistema com
curvatura leve onde pode ser verificado o dngulo de desvio da normal do sistema utilizado no
célculo do pardmetro de ordem de curvatura.

Fun¢do de autocorrelacdo para a cadeia do anel da Polimixina B quando utilizando os
parametros GROMOSS54A7 e Campo de Reagdo. Em preto encontra-se a curva para a
simulagdo a 300 K, enquanto que em vermelho encontra-se a curva para o mesmo sistema
utilizando o método do Arrefecimento Simulado (Simulated Annealing).

Diagrama de Ramachandran para variantes de polimixinas: polimixina B (preto), polimixina E
(vermelho) e polimixina M (verde). Na linha superior sdo mostrados os resultados para as
simulagdes com DM e na linha inferior com DM/SA. Os pontos amarelos e purplreos
correspondem aos valores de 3JHN,Ha obtidos experimentalmente por espectroscopia de RMN
(PRITOVSEK e KIDRIC, 1999).

Grafico de Ramachandran para as 10 melhores estruturas da familia representada pelas duas
conformagdes descritas na Tabela 2.

Descrigdo das familias estruturais agrupadas por similaridade conformacional (RMSD = 1 A)
identificadas para cada variante de polimixina na simulagdo com o protocolo GROMOS 54A7,

campo de reagdo e amostragem DM/SA.

Transi¢des entre familias estruturais da polimixina B. Ligagdes de hidrogénio demarcadas pelas
linhas pontilhadas. A Matriz indica o numero de transicdes entre os agrupamentos, que ¢
também representada na espessura da seta de equilibrio entre as estruturas.
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Transigdes entre familias estruturais da polimixina E. Ligagdes de hidrogénio demarcadas
pelas linhas pontilhadas. A Matriz indica o nimero de transi¢des entre os agrupamentos, que €
também representada na espessura da seta de equilibrio entre as estruturas.

Transi¢cdes entre familias estruturais da polimixina M. Liga¢des de hidrogénio demarcadas
pelas linhas pontilhadas. A Matriz indica o numero de transi¢des entre os agrupamentos, que ¢
também representada na espessura da seta de equilibrio entre as estruturas.

Superposi¢do da conformagdo predominante amostrada por DM/SA para polimixina B, E e M,
em azul, vermelho e verde respectivamente. Superposicao feita a partir dos atomos N, Ca, C,
O da cadeia principal de cada variante.

Perfil da area por lipideo para bicamadas lipopolissacaridicas compostas por diferentes
quimiotipos do LPS de P. aeruginosa (Tabela 4). Em preto tem-se o lipideo A penta-acilado,
em vermelho o lipideo A hexa-acilado, em verde o lipideo A penta-acilado com adi¢ao da 4-
amino-4-deoxy-1-arabinose e em azul o lipideo A com adi¢do de duas unidades de KDO,
configurando o conhecido LPS RE (Apéndice 2).

Resultados da espessura média da bicamada lipidica para os sistemas estudados. . Em preto
tem-se o lipideo A penta-acilado, em vermelho o lipideo A hexa-acilado, em verde o lipideo A
penta-acilado com adi¢do da 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e em azul o lipideo A com adigdo
de duas unidades de KDO, configurando o conhecido LPS RE.

Perfis de densidade para os sistemas simulados. A) lipideo penta-acilado, B) lipideo hexa-
acilados, C) lipideo com adicdo de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose ¢ D) lipideo com adicao de
duas unidades de KDO, configurando o conhecido LPS RE. Em azul estd o perfil das
moléculas de agua, em vermelho a estrutura da bicamada lipidica e em verde os contra-ions
utilizados para estabilizar a membrana. A curva dos contra-ions apresentada em cada grafico
foi aumentada vinte vezes, a fim de facilitar sua visualizag@o no grafico.

Grafico de Ramachandran para as 10 estruturas de menor energia potencial obtidas a partir de
medidas de NOE para a polimixina B em presenga de agregados de lipideo A.

Graficos de Ramachandran para as seis copias de polimixina B quando interagindo na
superficie de uma bicamada de lipideo A penta-acilado de P. aeruginosa.

Graficos de Ramachandran para as seis copias de polimixina B quando interagindo na
superficie de uma bicamada de lipideo A penta-acilado de P. aeruginosa com adi¢do de 4-
amino-4-deoxy-1-arabinose.

Graficos de Ramachandran para as seis copias de polimixina B quando interagindo na
superficie de uma bicamada de LPS Re penta-acilado de P. aeruginosa.

Distribuicdo dos angulos de curvatura calculados para o lipideo A quando na auséncia de
moléculas de polimixina e em presenga de duas e seis moléculas.

Graficos da projecdo dos parametros de ordem de curvatura médios sobre a superficie da
bicamada na ausé€ncia e presenca de multiplas copias da polimixina B. A primeira coluna
mostra os sistemas constituidos por lipideo A penta-acilado, a segunda coluna por lipideo A
hexa-acilados, a terceira por lipideo A modificado com 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e a
ultima coluna por LPS Re.

Distribuicdo dos angulos de curvatura calculados ao longo de 100 ns para bicamadas
constituidas por diferentes quimiotipos de P. aeruginosa na auséncia e em presenca de seis
moléculas de polimixina B.

Conformagao final dos sistemas simulados quando em presenga da polimixina B. Na sequéncia
estdo A) o lipideo A penta-acilado, B) o LPS Re, C) o lipideo A hexa-acilados e por tltimo D)
o lipideo A penta-acilado com adi¢do de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose.

Grafico da area por lipideo para simulagdes dos quimiotipos B) em presenca ¢ A) na auséncia
da polimixina B. Em preto tem-se o lipideo A penta-acilado, em vermelho o lipideo A hexa-
acilado, em verde o lipideo A penta-acilado com adi¢do da 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e em
azul o lipideo A com adi¢do de duas unidades de KDO, configurando o conhecido LPS RE.
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Resultados da espessura média da bicamada lipidica para os sistemas estudados B) em
presenga ¢ A) na auséncia da polimixina B. Em preto tem-se o lipideo A penta-acilado, em
vermelho o lipideo A hexa-acilado, em verde o lipideo A penta-acilado com adicao da 4-
amino-4-deoxy-1-arabinose ¢ em azul o lipideo A com adi¢do de duas unidades de KDO,
configurando o conhecido LPS RE.

Bicamadas em presenca das polimixinas. A) lipideo penta-acilado, B) lipideo hexa-acilados,
C) lipideo com adi¢do de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e D) lipideo com adi¢ao de duas
unidades de KDO, configurando o conhecido LPS RE. Em azul esta o perfil das moléculas de
agua, em vermelho a estrutura da bicamada lipidica, em verde os contra-ions utilizados para
estabilizar a membrana e em preto o das polimixinas. Os perfis para os fons Ca®" foram
aumentados vinte vezes, enquanto que os perfis para as polimixinas foram aumentados cinco
vezes.

Distribuicdo espacial da espessura da bicamada para os sistemas descritos na Tabela 5. Na
primeira coluna estdo os sistemas com lipideo A penta-acilado, na segunda estdo presentes os
com lipideo A hexa-acilados, na terceira estdo presentes os sistemas compostos por lipideo A
adicionado de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e na ultima coluna estio os sistemas com LPS Re.
A ultima linha de imagens é constituida pelos perfis de densidade bidimensional das seis
moléculas de polimixina presentes nos sistemas.

Histograma dos valores de difusividade em intervalos de 10 ns ao longo de todo o tempo de
simulagdo para os sistemas descritos na Tabela 5. A) lipideo A penta-acilado, B) lipideo A
hexa-acilados e C) LPS Re. Em preto estdo os valores das simulagdes na auséncia de
polimixinas, em azul estdo os dados das simulagdes em presenga das polimixinas ¢ em
vermelho estdo os dados da simulagdo em presenca das polimixinas e 150 mM de NaCl.
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1. INTRODUCAO

1.1 ENTENDENDO O ALVO

Segundo Vasil (1986), a Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa com
formato de bastonete, bacilo, pertencente a familia Pseudomonadaceae. E um organismo
aerébio estrito, ndo fermentador de glicose, pertencente ao grupo fluorescente dos
pseudomonideos, sendo facilmente identificado pela coloracdo azulada de suas colonias,
causada pela produgdo da piocianina, motivo pelo qual foi inicialmente nomeada como
Bacillus pyocyaneus. Sdo capazes de crescer em ambientes com temperaturas superiores a 43
°C, com limitacdo de nutrientes, em agua destilada, em condi¢cdes anaerdbias onde ha
presenca de nitratos ou arginina e até mesmo em meios desinfetantes, o que indica uma
grande capacidade adaptativa e explica sua presenca em diversos ambientes fisicos.

E um agente infeccioso e sua viruléncia se d4 através de uma gama de fatores, tanto
extracelulares, produzidos através do seu metabolismo, como estruturais, intrinsecos a sua
constituicdo biologica. Segundo Vasil (1986), os fatores produzidos como material
extracelular sdo as toxinas, hemolisinas, agressinas, fatores de aderéncia e cdapsulas
polissacaridicas. Este ultimo sendo ligado a patogenicidade da bactéria, a sua adesdo e
penetragdo sobre a célula hospedeira (DAFEE e ETIENNE, 1999). Por outro lado entre os
fatores relacionados a sua constituicdo celular estd a camada lipopolissacaridica (LPS)
existente na membrana externa dos bacilos, sendo esta a responsavel pela maior parte da sua
viruléncia. Sua estrutura ¢ composta principalmente pelo lipideo A, uma camada de
oligossacarideos constituindo o que pode ser diferenciado em duas regides distintas, o inner
core ¢ o outer core (Figura 1) e uma regido polissacaridica que varia para cada espécie e que
pode modificar sua interagao com as células do hospedeiro, o antigeno-O (STRASTASMA e
SOARES, 2009; PIER, 2007).

O lipideo A ¢ base principal sobre a qual se desenvolvem as outras estruturas ja
descritas. E constituido por duas moléculas de glucosamina ligadas covalentemente nas
posigdes 1-6, fosfatadas nas posicdes 1-4, e aciladas nas posi¢des 2-3 do sacarideo, como
mostrado na Figura 1. O nimero de cadeias aciladas do lipideo pode variar dependendo do
meio de desenvolvimento do micro-organismo, estando diretamente relacionado com o tipo
de infeccao desenvolvida nos pacientes hospitalares (STEIMLE, AUTENRIETH e FRICK,
2016; PIER, 2007).
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O inner core do LPS ¢ constituido por dois sacarideos, a saber, o acido D-manno-oct-
2-usolonico (KDO) e a L-glicero-D-manno-heptose (HEP). Este ultimo possuindo inser¢des
de grupamentos fosfatos no formato de mono, di ou até mesmo trifosforilagdes. Segundo
Walsh et al. (2000), que estudaram mutagdes no gene waaP da P. aeruginosa, responsavel
pela fosforilagdo do HEP, essas inser¢oes de fosfato sdo essenciais, ndo s6 para viabilidade da
bactéria, mas também para sua capacidade de resisténcia a antimicrobianos. Entretanto, ndo
s0 a existéncia desses grupos serve como meio de defesa para o organismo bacteriano, mas
também, segundo Steimle, Autenrieth e Frick (2016) e Caroff e Karabian (2003), a
modificagdo da carga superficial do LPS pela adi¢ao de residuos positivamente carregados
como, por exemplo, a 4-amino-4-deoxy-1-arabinose, sdo respostas de sobrevivéncia e
resisténcia a meios com pouca concentracio de Mg>" ou com presenca de peptidios

antimicrobianos cationicos (CAP).

Quter Core

Inner Core

Lipid-A

Cl2

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de lipopolissacarideo da bactéria Gram-negativa P.
aeruginosa. Podem ser observadas trés regides funcionais: o lipideo A, cujas cadeias alquilas
formam a parte lipidica da bicamada, e o inner e outer core constituidos por oligossacarideos.
Fonte: STRAATSMA e SOARES, 2009.
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O outer core, de forma similar a regido mais interna do core lipopolissacaridico, ¢
basicamente composto por uma sequéncia de oligossacarideos ligados ao HEP do inner core
chegando até seis unidades covalentemente ligadas de D-glucose (Glc) e galactosamina N-
alanilada (Gal), normalmente sofrendo algumas variagdes, ramificagcdes e adigdes de outros
oligossacarideos, como a L-ramnose na P. aeruginosa, e variantes da HEP dependendo da
espécie da bactéria. Essas variagcdes na composi¢do da regido e a propria existéncia do core,
que também depende da espécie e do ambiente onde os organismos se desenvolvem, sdo em
geral uma primeira defesa antigénica das cepas bacterianas, principalmente nas que nao
possuem o antigeno-O, caso do rough LPS (CAROFF e KARIBIAN, 2003; PIER, 2007).

O antigeno O, apenas presente em LPS do tipo smooth, ¢ composto de maneira
semelhante ao core, por uma sequéncia de oligossacarideos que variam de espécie para
espécie de forma tunica, exemplificando o que seria o relativo a uma impressao digital do
organismo bacteriano. Por esse motivo, o antigeno-O ¢ responsavel por expressar o que se
conhece como o serotipo bacteriano, além de fornecer mais uma forma de defesa dos
organismos contra a acdo de antimicrobianos, o que pode ser demonstrado pela maior
susceptibilidade dos microrganismos sem a presenga dessa estrutura, LPS rough, frente a
CAPs (CAROFF e KARIBIAN, 2003).

Em se tratando do desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, Vasil (1986)
realizou uma descricdo completa da P. aeruginosa, detalhando sua biologia, viruléncia e
epidemiologia. Ele descreve que esta espécie, dentre todas as pseudomonideas, possui os trés
sistemas de recombinacao genética, a saber, conjugacao, transdugdo e transformagdo, sendo
esses, portanto, fatores que explicam sua facilidade em recombinacdo que lhes efetiva o
rapido desenvolvimento de resisténcia a antibioticos.

Esse fato tem marcado inimeras paginas de periodicos desde o século passado, e
principalmente nos ultimos anos onde as manobras médicas ndo padronizadas dentro do
ambito hospitalar tem impulsionado o crescimento de cepas resistentes aos antimicrobianos
comerciais no mundo todo (PIER, 2007). Um exemplo disso foi citado resumidamente por
Andrade et al. (2003), em um estudo realizado entre 1997 e 2001 com diversos hospitais e
unidades de saude da América Latina. Eles demonstraram a diminui¢ao gradativa da
susceptibilidade dos microrganismos aos medicamentos disponiveis comercialmente na
regido.

Essa avaliacdo se mostra como uma perspectiva muito pessimista quando unida a

grande capacidade adaptativa do microrganismo e a falta de desenvolvimento de novas
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alternativas terapéuticas por parte da industria farmacéutica. Por vezes se torna necessaria a
utilizacdo de antimicrobianos muito agressivos ao ser humano para tratar situagdes onde hé a
expressao de uma resisténcia de amplo espectro a antibidticos comuns, caso onde sao
utilizadas as polimixinas como ultima linha de defesa contra os organismos invasores, assim
como descreve Neves et al. (2011).

E nesse ponto que serd introduzido o proximo topico. Segundo alguns estudos, os
antimicrobianos da classe polimixina sdo potentes biocidas que tem a capacidade de atacar as
células bacterianas de modo a dificultar uma manobra de resisténcia por parte do
microrganismo, mesmo que embora ja tenham sido constatados alguns poucos casos de
mecanismos de defesa contra esses peptidios antimicrobianos (AMP). No mesmo tipo de
estudo realizado por Andrade et al. (2003), mas descrito de forma mais detalhada e estendido
para os anos entre 2001 e 2004, Gales, Jones e Sader (2006) compararam a atividade da
polimixina B com a de outros antimicrobianos disponiveis comercialmente e comumente
utilizados em ambitos hospitalares. Foi possivel demonstrar que em um niimero expressivo de
ensaios com P. aeruginosa, inclusive para aquelas cepas resistentes a carbapenem, a
susceptibilidade dos microrganismos chega a 98,7%, que salvas algumas excegdes, € superior
a da maioria dos outros antimicrobianos mesmo que apresente pequenas variagdes
dependendo da origem geografica da cepa. Essa estatistica ¢ significativa e 1util para
demonstrar a eficiéncia desse antimicrobiano frente ao caso problematico do avanco da

multirresisténcia apresentado anteriormente por Neves et al. (2011).

1.2 UM ANTIMICROBIANO DE ULTIMA INSTANCIA

As polimixinas s3o uma classe de peptidios antimicrobianos cationicos (CAP)
sintetizadas por varias cepas de bactérias gram-positivas da Bacillus polymyxa. Desenvolvem
carga positiva pela presen¢a de uma alta porcentagem de acido L-a,y-diaminobutirico em sua
cadeia, que de modo similar a lisina, possuem pKa proximo de 10,0, justificando a
probabilidade de 99,96% dessas moléculas estarem protonadas em ambientes com pH
proximo de 7,0 ou inferior (ANDRE, LINSE ¢ MULDER, 2007). Elas sio decapeptidios
contendo tanto L- como D-aminodcidos, formadas por um anel composto por sete peptidios
encadeados, ligados a uma cauda tripeptidica (Figura 2). Nessa cauda encontra-se um acido
carboxilico ligado por uma ligagdo peptidica ao N-terminal da cadeia descrita, garantindo por

assim dizer, o carater anfifilico da molécula.
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Esses polipeptidios englobam um conjunto de cinco pequenos grupos classificados
como A, B, C, D e E, sendo o ultimo mais conhecido como colistina, uma vez que ¢ sinte-
tizado por uma subespécie da Bacillus polymyxa, denominada colistinus. Todos os tipos
citados guardam entre si uma significativa inter-relagao que pode ser confirmada pelo fato de
compartilharem a mesma estrutura quimica a menos de pequenas modificacdes nos residuos
3, 6, 7 e na cauda alquilica, como ¢ descrito na Tabela 1 (MENDES e BURDMANN, 2009;
STORM, ROSENTHAL e SWANSON, 1977; FALAGAS e KASIAKOU, 2005).

Figura 2. Estrutura quimica da polimixina B1 em pH neutro ou 4cido.

Tabela 1. Descri¢ao das diferengas encontradas entre as polimixinas A, B, D e E. Adaptado de
Storm, Rosenthal e Swanson, 1977.

Antibidtico Residuos modificados
Cauda 3 6 7

Polimixina A (M)  AMO D-DAB D-LEU L-THR
Polimixina B1 AMO L-DAB D-PHE L-LEU
Polimixina B2 AMH L-DAB D-PHE L-LEU
Polimixina D1 AMO D-SER D-LEU L-THR
Polimixina E1 AMO L-DAB D-LEU L-LEU
(Colistina A)

Polimixina E2 AMH L-DAB D-LEU L-LEU

(Colistina B)
Fonte: WILKINSON e LOWE, 1964a, 1964b, 1966; SUZUKI et al., 1965; HAYASHI et al., 1966.
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Pela existéncia de uma similaridade estrutural tdo acentuada, ndo ¢ dificil se
verificarem relatos onde a utilizagdo de uma das variantes em algum tratamento médico
resultou em desenvolvimento de resisténcia cruzada para com os outros tipos de polimixina
(FALAGAS e KASIAKOU, 2005).

Como ja descrito, segundo Gales, Jones e Sader (2006), esses peptidios sdo altamente
eficazes no tratamento de infecgdes causadas por bactérias Gram-negativas chegando a ser
utilizados, com algumas exceg¢des, contra qualquer espécie de bactéria dentro dessa classe.
Por outro lado, apenas as polimixinas B e¢ E (Colistina) sdo utilizadas em tratamentos
hospitalares por apresentarem menor agressividade ao nosso organismo em comparacao as
outras variantes dessa classe de CAP, pois como ha de ser com qualquer medicamento, as
polimixinas apresentam aspectos de toxicidade ao ser humano, limitando assim sua utilizagao
indiscriminada em tratamentos (MENDES e BURDMANN, 2009). Seus efeitos adversos se
concentram principalmente em alteragdes no sistema renal e neural.

No sistema neural os efeitos colaterais a utilizacdo do antibidtico sdo descritos como
parestesias periféricas e faciais, dificuldade de degluticdo, ataxia, ptose palpebral e
oftalmoplegia, dentre outros sintomas relacionados a insuficiéncia respiratoria (MENDES e
BURDMANN, 2009). Existem, na verdade poucos casos onde foram verificadas tais reagdes
quando da aplicacdo das polimixinas para tratamento hospitalar. Contudo, Weinstein, Doan e
Smith (2009) relatam em um trabalho breve dois casos em que pacientes em estado de saude
delicado desenvolveram parestesia facial apos administragdo intravenosa do antibiotico.
Embora pequeno, esse relato evidencia a necessidade de monitoramento do quadro geral dos
pacientes em uso do polipeptidio para que possiveis reagdes adversas possam ser controladas.

No sistema renal hé o aparecimento de lesdes renais e disfuncdo renal aguda que pode
ser detectada em pacientes pela observacao do nivel de depuragdo da creatinina (Creatinine
Clearance, CrCl). Segundo Mendes e Burdmann (2009), o mecanismo de formagdo das lesdes
renais em pacientes em tratamento estd ligado a existéncia do 4cido L-a,y-diaminobutirico
(DAB) nos peptidios e sua acdo de permeabilizagdo da membrana citoplasmatica,
ocasionando perda de conteudo celular e futura lise. Embora o caso de toxicidade aguda
desperte receio na utilizagdo desses peptidios, alguns estudos utilizando a colistina, como o de
Falagas et al. (2005), demonstraram que nem todos os pacientes tratados com este
medicamento desenvolvem o quadro de disfuncdo renal. De modo geral o seu
desenvolvimento depende do quadro de saude do paciente, do tempo de exposicdo e da
quantidade de medicamento administrada no tratamento. Foi por esse motivo que apenas

14,3% dos pacientes estudados desenvolveram quadros severos relacionados a toxicidade do
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antibidtico, enquanto que os outros tiveram respostas muito suaves no que diz respeito a
variagoes no CrCl, chegando a ser considerados como estatistica insignificante pelos autores.

De modo geral, os casos de reacdes adversas sao poucos, € sempre reversiveis uma
vez suspensa a administragdo do medicamento nos pacientes. Entretanto, esses poucos casos,
juntamente com a agressividade do medicamento e a possibilidade de sua administracao ter
contribuido para o falecimento de pacientes com satde fragil fizeram o interesse por esta
classe de antimicrobianos diminuir, principalmente em virtude do desenvolvimento de
antibidticos com toxicidade inferior (FALAGAS et al., 2005; MENDES ¢ BURDMANN,
2009). Contudo, essa situacdo logo se reverteu na década de 90 com o advento de
microrganismos bacterianos expressando multirresisténcia aos antibioticos de uso comum (do
inglés — MultiDrug Resistance, MDR), em especial, a P. aeruginosa, como descrito por
Andrade et al. (2003). Levando em conta seu amplo espectro de agdo e eficiéncia em se
tratando da neutralizacdo dos agentes patoldgicos das infecgdes, esses biocidas se tornam
extremamente Uteis como uma barreira de Gltima instancia onde os antibioticos usuais ja ndo
surtem efeito algum, assim como ja descrito no topico anterior (NEVES et al., 2011; GALES,
JONES e SADER, 2006).

Sobre essa perspectiva ¢ que os estudos sobre a utilizacdo das polimixinas foram
retomados, buscando auxiliar no entendimento do seu mecanismo de agdo e no
desenvolvimento de formulagcdes menos agressivas que viabilizassem sua utilizagdo em
tratamento de infecg¢des hospitalares. Por exemplo, trabalhos como o de Velkov et al. (2010),
tentaram descrever o papel de cada parte da estrutura das polimixinas através do relato de
ensaios da sua atividade antimicrobiana relacionada com modificagdes estruturais na carga
dos residuos, no anel e na cauda alquilica. Assim, através das respostas encontradas nas
susceptibilidades microbianas aos antibidticos modificados ¢ facil entender quais residuos da
estrutura sdo mais importantes e se algumas variacoes poderiam aperfeicoar seu papel
biocida. Infelizmente, segundo os autores, at¢ 0 momento os estudos apenas descreveram uma
diminuicdo do seu espectro de agdo ou até mesmo a total perda de atividade biologica quando
sua composi¢cdo foi modificada. Mas por outro lado, os resultados foram eficientes em
evidenciar dois aspectos principais na atividade antimicrobiana das polimixinas, a saber, a
carga do polipeptidio e o tamanho da cauda hidrofobica, assim como corroborado pelo
trabalho de Storm, Rosenthal e Swanson (1977).

Com esses dois principais aspectos varios trabalhos tentaram esbocar quais as sdo as
etapas que compdem o mecanismo de acdo desses antimicrobianos frente as membranas

bacterianas. Podem-se citar os trabalhos de Velkov et al. (2010), Mendes e Burdmann (2009),
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Storm, Rosenthal e Swanson (1977) e Falagas e Kasiakou (2005) como alguns dos muitos que
descrevem o mecanismo de acdo antimicrobiana das polimixinas pelo mesmo caminho
deduzido pelas observacdes experimentais da acdo do biocida quando em contato com as
membranas de LPS. Segundo o modelo descrito, a carga positiva adquirida pelo polipeptidio
em solugdes neutras ou acidas lhe confere um fator de atracdo eletrostatico para com a
membrana de LPS que, por sua vez, ¢ negativamente carregada pela presenga dos
grupamentos fosfatos na cadeia pertencente ao core ou até mesmo aos oligossacarideos do
antigeno-O. A atrac¢do serve como instrumento para conducdo das polimixinas até as células
do invasor. Quando na superficie do LPS, o antimicrobiano atua de modo a deslocar os ions
Mg®" ou Ca”", responsaveis pela estruturacio da camada de lipopolissacarideos, e causar uma
perturbagdo na membrana externa que resulta em uma permeabilizacio da mesma,
consequente perda de material citoplasmatico e morte celular, como pode ser observado na

Figura 3.

bactéria ndo tratada com antibiotico. B) tratada com Polimixina B. C) tratada
com Polimixina E. D) ampliagdo da imagem B, realcando as estruturas
formadas pelo ataque do antimicrobiano & membrana externa da bactéria.
Fonte: KOIKE, IIDA e MATSUO, 2005.

Brandenburg et al. (2002) forneceram uma importante contribuicao para elucidagao do

mecanismo ja descrito através da avaliacdo de dados de titulagdo por calorimetria isotérmica
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(ITC) e difracao de raios-X, onde foi possivel identificar novas etapas de interacdo entre as
polimixinas e o LPS de bactérias Gram-negativas. Segundo o estudo, as interagdes entre o
antimicrobiano € a membrana externa variam com a constituicdo do LPS, mas seguem em
geral duas etapas principais que, em parte combinam com o modelo ja descrito, e por outra
nos ddo um novo significado. De acordo com esses pesquisadores, o antibiotico se liga
eletrostaticamente @ membrana, assim como ja descrito, via um processo exotérmico
entalpicamente direcionado. Entretanto, logo apods essa interacdo inicial ha uma modificacao
estrutural na organizacao da membrana causada por um processo entropicamente dirigido de
interacdo da regido hidrofobica do polipeptidio com as cadeias alquilicas dos lipideos. Essa
modificacdo pode ser percebida pela modificagdo do perfil de difragdo entre amostras do LPS
em auséncia e em presenca das polimixinas e pela fluidizacao das cadeias lipidicas dentro da
estrutura da bicamada. Esse movimento estrutural também pode estar relacionado com a saida
dos ions de estruturacdo da membrana anteriormente mencionados.

Além da sua atuagdo eficiente em aniquilar o organismo invasor, as polimixinas ainda
tém um papel muito importante, com mecanismo ainda desconhecido, que ¢ o de neutralizar
as moléculas de LPS. Essa tarefa impede que essas moléculas possam ser liberadas no corpo
do paciente infectado e causar choque séptico. Logo, esse tipo de medicamento ¢ um 6timo
indicado para tratar de casos de choque séptico de forma rapida e eficiente (FALAGAS e
KASIAKOU, 2005).

Com certeza toda essa descricdo experimental detalhada deixa exposto um 6timo
esboco do mecanismo de acdo da polimixinas sobre as membranas externas bacterianas,
entretanto, essa descricdo carece de explicagdo mais detalhada e que chegue até o nivel
atdmico. Em outras palavras, ainda ¢ necessario um nivel de detalhamento que explique, por
exemplo, o porqué de a polimixinas perder sua atividade antimicrobiana quando hé a retirada
da cadeia alquilica da estrutura quimica (caso do nonapeptidio da polimixina B, PMBN), ou
quando h4 uma substituicdo quimica dos seus residuos constituintes. Melhor ainda, mesmo
que seja possivel verificar que existe uma modificagdo estrutural na membrana, como foi
mostrado, ainda ¢ necessario entender como exatamente essa modificacdo se da, a fim de
utilizar essa informacdo para promover melhoras nos tratamentos hospitalares,
desenvolvimento de novos antibidticos mais eficazes e diminuicdo da toxicidade dos ja
existentes. Para isso s30 necessarias novas ferramentas que possam trazer intrinsecamente em
sua metodologia o nivel de detalhamento que estd sendo procurado (BRANDENBURG et al.,
2002; STORM, ROSENTHAL e SWANSON, 1977).
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1.3 SIMULACOES COMPUTACIONAIS E A DINAMICA MOLECULAR

As simulagdes computacionais sao uma ferramenta poderosa para interligar teoria e
pratica, um auxilio para validacao de modelos, uma maneira de observar o que ndo pode ser
facilmente quantificado por medidas experimentais e para ultrapassar barreiras impostas seja
pela natureza intrinseca de certos fendmenos ou pela limitacdo instrumental para acessar tais
eventos. Sao, além disso, caminhos para predi¢do do que pode ou ndo ser efetivamente
realizado na realidade, para avaliar respostas sobre problemas muito complexos do ponto de
vista analitico ou para promover solucdes eficientes diante de problemas onerosos do ponto
de vista fisico e mental. S30, em resumo, uma valiosa ponte entre 0 mundo micro € o
macroscopico, capazes de trazer fundamentos e justificativas tdo precisas e corretas acerca de
um problema quanto se queira ou se possa investir. Dentre a diversidade de aplicagdes,
algumas podem ser citadas, como por exemplo, o estudo de sistemas sob altas pressdes e altas
temperaturas, sistemas com muitas particulas (analiticamente invidvel), mecéanica celeste e
avaliacdo dindmica de sistemas biologicos (ALLEN, 2004).

Os dois métodos de simulagdes computacionais mais comumente utilizados na
atualidade e que se baseiam em principios fisicos matematicos robustos sdo a dinamica
molecular (DM) baseada em modelos deterministicos da natureza, ¢ o Monte Carlo (MC),
baseado em modelos estocasticos de eventos onde o desenvolvimento de equagdes dinamicas
¢ impraticavel. Tais métodos abordam problemas reais por perspectivas diferenciadas, mas,
no entanto, podem chegar as mesmas conclusoes dependendo do sistema em consideracao, do
fendomeno investigado e do tempo de simulacdo (ALLEN, 2004; COUTINHO, 2012). Nesse
trabalho, foi utilizado o método de DM, e portanto um modelo deterministico.

O método de DM se originou em meados do século passado com o proposito de
avaliar o que nenhuma técnica experimental, até entdo, poderia fornecer, a dinamica
conformacional pequenas moléculas, e posteriormente de biomoléculas, como proteinas,
lipideos, ou, como se deu inicialmente com Alder e Wainwright e por Rahman entre 1950 e
1960, o estudo de liquidos. Simulagdes de DM permitem a investigagdo de varias
propriedades dinamicas dos sistemas, tais como coeficientes de difusdo, resposta a
perturbagdes e fungdes de autocorrelacdo estrutural dentre uma gama de possibilidades de
analise (MELLER, 2001; ALLEN, 2004). Dentro desse método podem ser encontrados
diferentes niveis de representagdo dos graus de liberdade dos sistemas moleculares,
possibilitando investigacdes em diferentes escalas de observagao dos fenomenos naturais. Sao

elas, em ordem decrescente de custo computacional: o método de DM de primeiro principio
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(ou quantica) e o método de DM classica com modelos atomisticos ou coarse-grain (Figura 4)

(CRETON, NIETO-DRAGHI e PANNACCI, 2013).
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Figura 4. Comparacdo entre diferentes escalas espacial e temporal amostradas pelo
método de simulacdo de dindmica molecular com tratamento de particulas por

mecénica quantica, mecénica classica atomistica e coarse-grained. Modifica¢cdo da
original em: CRETON, NIETO-DRAGHI e PANNACCI, 2013.

O método de DM de primeiro principio, ou quantica, ¢ a implementacdo
computacional de uma metodologia baseada nos célculos ab initio, ou seja, que utilizam
apenas a mecanica ondulatoria de atomos e moléculas expressa na equagdo de Erwin
Schrédinger e potenciais quanticos para calcular a energia total do sistema e as forgas sobre
cada atomo, sem inser¢ao de nenhuma medida experimental (caso encontrado nos conhecidos
calculos semi-empiricos) (SCHRODINGER, 1926). Segundo Coutinho (2012), atualmente as
metodologias de Car-Parrinello e Born-Oppenheimer s3o as mais consolidadas para estudo
desse tipo de dindmica, ndo olvidando, entretanto o intenso trabalho de pesquisa nessa area
que lhe tem rendido melhoras significativas € o desenvolvimento de novas aproximagoes que
permitem simulacdes de sistemas em maiores escalas de tempo e dimensao, como no exemplo
das metodologias de Car-Parrinello de segunda geragdo (CAR e PARRINELLO, 1985;
KUHNE, 2013).

A Dinamica Molecular ab initio (do inglés ab initio Molecular Dynamics, AIMD),
hoje, ¢ a mais sofisticada em calcular as configuragdes acessiveis para as moléculas, porém ¢
a mais custosa computacionalmente. Sua execu¢do demanda um elevado custo computacional

relacionado a constru¢do de clusters computacionais altamente eficientes e ao longo tempo de
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processamento dos calculos necessarios para resolucdo das equagdes aplicadas aos sistemas
(COUTINHO, 2012; KUHNE, 2013). Essa demanda computacional necessaria para sua
execugao resulta em observacdes de fendmenos essencialmente quanticos, muito importantes
em dimensdes proximas da escala atomica. Entretanto, em se tratando de sistemas
moleculares (com muitos atomos), esses fendmenos tornam-se progressivamente menos
importantes para explicar o que acontece com a matéria, sendo muitas vezes abstraidos em
detrimento do desenvolvimento de modelagens mais simples, que embora ndo levem em
consideragdo os eventos quanticos, sao eficientemente capazes de explicar e prever a
dindmica conformacional de moléculas e atomos.

O método de DM cléssica ¢ um exemplo dessas modelagens alternativas que
descrevem o comportamento das moléculas apenas pelo ponto de vista da mecéanica classica.
E, portanto, uma ferramenta potencialmente importante no oneroso estudo da dindmica de
sistemas com muitos atomos, ganhando destaque pela sua simplicidade. Essa metodologia
consiste numa solugdo numérica e discreta para as equagdes de movimento de Newton
resolvidas no tempo, com a utilizacdo de funcdes potenciais empiricas parametrizadas para
reproduzir dados experimentais ou advindos de calculos mecanico quanticos. Nesse modelo,
as moléculas sdo tratadas como sendo um conjunto de particulas ligadas através dessas
fungdes potenciais, capazes de expressar as principais interagdes existentes entre os atomos.
Através desse conjunto de fungdes e da estrutura tridimensional do sistema € possivel gerar
superficie de energia potencial (SEP) total que descreve como a energia do sistema varia em
termos das posi¢des e orientacdes dos dtomos e moléculas que o compdem, e dessa forma,
fornece a base necessaria para a execugdo dessa metodologia (NAMBA, DA SILVA, DA
SILVA, 2008; KUHNE, 2013; ADCOCK ¢ McCAMMOM, 2006). Uma descri¢do mais
aprofundada desse modelo sera dada no proximo topico.

O método de DM com representagdo coarse-grain ¢ uma simplificacdo da dinamica
anterior. Nessa abordagem, embora as equacdes e modelos de interagdes entre os constituintes
da molécula sejam similares, as interacdes sdo calculadas entre um conjunto de dtomos, em
vez de para cada atomo. Isso quer dizer que se assume um conjunto de atomos agindo como
um elemento Unico, com propriedades que dependem do conjunto escolhido. Uma
consequéncia direta da utilizagdo dessa metodologia ¢ a perda de informagdo quimica
detalhada do sistema em fun¢do do agrupamento dos atomos. Assim, embora seja possivel
simular como a estrutura geral do sistema se configura ao longo do tempo, ndo € possivel
saber qual atomo do grupamento ¢ responsavel por cada interagdo existente e observada, e

como as modificagdes nesses atomos alterariam a dinamica do sistema. Entretanto, de acordo
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com Maurel et al. (2015), a metodologia coarse-grain permite alcancar com o mesmo esfor¢o
computacional, no que diz respeito a tempo de célculo e processamento, maiores escalas de
tempo de simulagdao e dimensoes fisicas para os sistemas estudados, chegando assim a poder
descrever eventos naturais que acontecem em escalas de tempo muito dificeis de serem
alcangadas pelas outras metodologias.

Em geral, cada metodologia traz consigo beneficios operacionais e perdas
relacionadas as simplificagdes assumidas em cada uma. E preciso para a correta utilizagdo de
cada tipo de modelagem verificar quais eventos se deseja observar nas simulagdes, em que
dimensdo espacial e escala de tempo eles ocorrem, e se as simplificacdes atribuidas nas
metodologias sdo compativeis com o problema desenvolvido. Nesse trabalho, a metodologia
utilizada para simular as interagdes existentes entre os peptidios antimicrobianos, polimixinas,
e os diferentes quimiotipos de membrana externa bacteriana de P. aeruginosa foi a de

dindmica molecular classica.
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2. METODOLOGIA

2.1 FUNDAMENTACAO METODOLOGICA

Antes de descrever qual o procedimento computacional utilizado para o
desenvolvimento estrutural dos sistemas simulados e para a execu¢ao das andlises realizadas ¢
preciso discutir propriamente sobre como a DM ¢ realizada, sobre quais bases esta
fundamentada a pesquisa deste trabalho e quais consideracdes foram realizadas para que o
modelo pudesse ser utilizado. Portanto, segue aqui uma breve descrigdo dos pontos mais

importantes ligados a essa metodologia computacional.

2.1.1 Consideracgoes prévias

Como o proprio termo sugere, € como ja mencionado anteriormente, a DM cléssica se
utiliza da mecanica Newtoniana para descrever € modelar o comportamento das particulas em
um sistema sobre investigacdo. Sobre esse aspecto, varias consideracdes podem ser
levantadas acerca da validade dessa aproximacdo e sobre os limites de aplicabilidade dessa
metodologia.

Um primeiro ponto a ser extraido das consideracdes realizadas para aplicagdo da
metodologia ¢ que ela ¢ apenas capaz de explicar ou investigar fendmenos cuja natureza sao
eficientemente bem modelados por funcdes classicas de energia e de forca. De forma
simplificada, nessa modelagem cléssica, os d&tomos sao definidos como particulas carregadas,
cujas cargas sdo previamente avaliadas em calculos mecanico-quanticos e assumidas como
constantes durante toda a simulagdo. Portanto, reacdes quimicas ou mudancas de estado
eletronico sao o tipo de informagdo que nao pode ser avaliada pela DM classica. Existe,
atualmente, uma diversidade significativa de metodologias para célculo de cargas atomicas
utilizando diferentes abordagens matematicas para sua avaliagdo. No proximo toépico serad
abordada a metodologia utilizada para avaliacao das cargas atomicas aplicadas nesse trabalho
(GUADAGNINI, BRUNS e SOUZA, 1996).

As funcgdes sdo conservativas. Como consequéncia da fixagdo de uma carga para cada
atomo, como explicitado acima, as fungdes potenciais utilizadas na DM cldssica tém como
variaveis apenas as posicdes dos atomos que compdem o sistema, fazendo com que a energia
total do mesmo se conserve em relacdo ao tempo. Mais detalhes a esse respeito serdo

salientados no proximo topico (VAN DER SPOEL et al., 2010; NUSSENZVEIG, 2013).
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O terceiro ponto a ser observado diz respeito a possibilidade de se relacionar medidas
computacionais efetuadas durante a dindmica com medidas experimentais transcorridas
durante um tempo experimental finito, mas relativamente alto comparado com o tempo de
simulacdo. Nao importa o quao rapidas sejam as medidas experimentais, elas ndo serao
capazes de obter resultados de um unico evento isolado do sistema sob estudo para que possa
ser comparado com uma estrutura gerada nas simula¢des. Ao contrario disso, ¢ preciso uma
colecdo de estruturas extraidas da dinamica para que sua média possa corresponder aos
valores experimentais. Portanto, para que seja possivel uma comparacao direta entre
resultados extraidos das metodologias computacionais e dados fisicos, € preciso garantir que
as simulacdes sejam longas o bastante para que sua média amostral possa, de forma confidvel,
responder a realidade observada (VAN DER SPOEL et al., 2010).

Os campos de forga sdo aproximados. Assim como ja pode ser avaliado
intuitivamente, e serd discutido no proximo topico, os parametros utilizados para descrever as
interagdes atdmicas entre cada particula dentro do sistema simulado sdo ajustados a partir de
medidas experimentais de forma a otimizar o poder de previsao do modelo utilizado frente a
estas medidas. Disso nascem duas consequéncias diretas. Primeiramente, os modelos passam
a ter validade fisica, uma vez que foram ajustados sobre dados reais e respondem também
com valores na dimensdo fisica das medidas realizadas. Em segundo lugar, considerando os
modelos como aproximacdes e simplificagdes que tornam os célculos das simulagdes vidveis,
eles sdo incapazes de responder a qualquer classe de fendmenos fisicos ou quimicos de modo
indiscriminado, ou seja, cada conjunto de parametros sempre vai responder melhor aos dados
experimentais sobre os quais foi ajustado. Logo, ¢ evidente que existam uma série de
diferentes conjuntos de parametros descritos na literatura especializada, cada um com uma
aplicacdo especifica que diretamente indica sobre quais dados os modelos foram ajustados
(VAN DER SPOEL et al., 2010; NAMBA, DA SILVA E DA SILVA, 2008).

Apos essas breves observacdes, finalmente € possivel introduzir os principais topicos
da metodologia do trabalho levando em conta cada uma das aproximacgdes realizadas na
aplicacdo do modelo computacional escolhido e quais as suas limitagdes inerentes. Existem
ainda muito mais consideragdes que sao realizadas na aplicagdao da Dinamica Molecular, mas
as apresentadas aqui j& sdo suficientes para justificar algumas decisdes tomadas ao longo da

pesquisa.
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2.1.2 O método de dinimica molecular, as funcdes potenciais e o campo de for¢a

Como ja discutido, na abordagem classica da DM, a organizacdo e movimentacao de
cada particula dentro de um sistema obedece & mecanica Newtoniana, sendo, portanto,
descrita pelas Leis de Newton e obedecendo as equacdes de movimento dessa mecanica
vetorial classica. E possivel, nessa abordagem, descrever a evolugdo temporal do sistema,
uma vez definidas a posicao das particulas e as forgas que agem sobre cada uma delas em
cada instante de tempo. Para demonstrar tal proposi¢cdo ¢ conveniente descrever a posicao de
cada particula pertencente ao sistema, como uma func¢ao temporal representada através da sua

expansao em série de Taylor como mostrado na Equacao 1.

*—*+d7 At+1d2? At2+1d3f At3 + 1
T=To dt|, 21de?| 31de3| (1)

Evidentemente nao ¢ possivel implementar um somatdrio sobre todos os termos dessa
série infinita em uma rotina computacional, sendo pois, necessario realizar uma operacao de
truncamento em algum termo do somatério, uma vez que seja possivel aproximar os termos
de ordem mais alta por expressdes conhecidas. No trabalho de revisao de Adcock e
McCammom (2006), os autores descrevem que um truncamento conveniente no termo de
segunda ordem do somatdrio, o relativo ao termo da aceleracdo de uma particula, ¢ suficiente
para a solugdo numérica das equacdes de movimento de Newton, considerando que o
somatorio dos termos de ordem mais alta se anula. A Equagdo 1 pode ser entdo resumida a

Equacao 2.

r 2
At 2)
0

Embora represente grande praticidade na resolugdo do problema do somatorio infinito,
negligenciar os termos com diferenciais de ordem mais alta ¢ uma escolha pouco satisfatoria,
uma vez que a energia total € o momento linear resultante no sistema sofrem desvios e
flutuagdes ao longo do tempo, ndo satisfazendo, portanto, a conservagdo esperada pela
terceira lei de Newton. Disso resulta que sdo necessarias modificagcdes na Equagdao 2 que

permitam sua utiliza¢do, mas que efetivamente conservem a energia total e o momento linear
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do sistema. Existem numerosas metodologias para realizar tal tarefa, algumas das quais serdo
sucintamente explicadas no topico 2.1.11.

Voltando a demonstracdo, ¢ possivel, através da segunda Lei de Newton, descrever a
relacdo entre a forca que age sobre as particulas e a posi¢ao de cada uma delas no espago,

como representado na Equacao 3.

Fi=—r=mig=migs 3)

Em que p; ¢ o0 momento linear da particular no instante t. Acrescentando, agora as
relagdes descritas na Equacdo 4 pode-se chegar a Equagdao 5, que relaciona as principais

variaveis envolvidas no calculo da evolugao temporal do sistema.

-

ary ., dv; . F;

E = V; = Vi + EAt = Vp; + RAt (4-)
- - - 1 ﬁl 2
;= To; + VAt + P At (5)
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Essa equacdo mostra o que foi introduzido acima. Pode-se calcular a posi¢dao e
velocidade de cada particula do sistema ao longo do tempo, uma vez que as posigdes €
velocidades iniciais e forgas agindo sobre cada uma delas sdo conhecidas. O procedimento
envolvido no célculo da posicao, velocidade e forgas agindo sobre cada particula compondo
um sistema em cada instante de tempo resume o processo conhecido como Dindmica
Molecular classica. (ADCOCK ¢ McCAMMOM, 2006).

Através do que foi descrito ¢ evidente que torna-se inerentemente necessario a
utilizacdo dessa metodologia, ser capaz de calcular as forgas intra e intermoleculares atuando
em cada componente do sistema a fim de poder descrever a sua evolucao temporal. Justifica-
se, entdo o desenvolvimento dos campos de for¢ca como ferramenta para a realizagdo desses
calculos. Sao eles, como conhecidos na area de quimica computacional, um conjunto de
parametros e funcdes que servem para avaliar e quantificar como os dtomos ou moléculas
interagem entre si dentro de um sistema sobre condi¢des predeterminadas.

A forma funcional dos campos de for¢a utilizados em Dinamica Molecular, ¢ expressa

através do somatorio de potenciais conservativos, ou seja, que dependem apenas da posi¢ao
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dos atomos como j& descrito no tdpico anterior. Essa classificagdo conveniente das fungdes
permite introduzir algumas simplificagdes e propriedades intrinsecas de qualquer fungao
potencial conservativa. Primeiramente, qualquer variacdo da energia potencial entre duas
particulas cuja fungcdo que a descreve obedece a essa definigdo, depende unica e
exclusivamente dos valores iniciais e finais da fun¢do potencial entre essas particulas, ndo
levando em conta o deslocamento espacial sobre o qual foi variada a energia entre elas. Um
segundo ponto, muito Util na implementagdo computacional e numérica da Dindmica
Molecular, ¢ que as forgcas que atuam sobre cada particula dentro do sistema podem ser
descritas como o vetor oposto ao gradiente da energia potencial total agindo sobre cada

particula, assim como representado na Equagao 6.

_ o dv@® g
F=-VV(xyz2) = — FE vV.r (6)

A partir dessa ultima consideragdo, entdo, a necessidade da metodologia utilizada, que
¢ o célculo das forcas agindo sobre cada particula, recai agora sobre a necessidade de
descrever a energia potencial total agindo sobre cada uma delas em cada instante da dindmica.
E necessario, pois, entender qual o formato da fungio potencial que descreve o sistema, de
quais termos ela depende e quais parametros sdo necessarios para sua utilizagao.

Existem diversas propostas para esses questionamentos na forma funcional dos
campos de forca ja desenvolvidos e testados. Alguns exemplos a serem citados sdo os campos
de forca AMBER (4ssisted Model Building with Energy Refinement) desenvolvido para
simulacdo de 4acidos nucléicos e proteinas, OPLS (Optimized Potential for Liquid
Simulations) desenvolvido para simulagao de proteinas, mas com parametros baseados em
simulagdes de liquidos organicos, como o proprio nome sugere. CHARMM (Chemistry at
Harvard Macromolecular Mechanics) desenvolvido sobre as bases de potenciais empiricos
para reproduzir propriedades estruturais e dindmicas de moléculas isoladas, em solucao e em
solidos cristalinos, ¢ GROMOS (Groningen Molecular Simulation) desenvolvido para
reproduzir propriedades de liquidos puros e as entalpias de solvatacdo de diferentes moléculas
em solu¢do (WEINER et al., 1984; JORGENSEN e TIRADO-RIVES, 1988; BROOKS et al.,
1983; VAN GUNSTEREN e BERENDSEN, 1987). Além de muitos outros campos de forca
que continuam a ser desenvolvidos para aplicagdes em diferentes sistemas que vao além da
interface biologica e sdo aplicados para sistemas mais especificos, como por exemplo, o

COMPASS (Condensed-phase Optimized Molecular Potentials for Atomistic Simulation
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Studies) desenvolvido para estudar a dindmica de pequenas moléculas inorganicas em fase
condensada, e o TraPPE (Transferable Potentials for Phase Equilibria) e o SKS (abreviagdo
para Smit, Karaborni e Siepmann, autores do trabalho) aplicados para o estudo do equilibrio
liquido-vapor de moléculas de n-alcanos (SUN, 1998; YANG et al., 2000; MARTIN e
SIEPMANN, 1998; SMIT, KARABONI e SIEPMANN, 1994).

Cada um deles ¢ modelado sobre as bases de diferentes filosofias e parametrizado de
modo a melhor compreender os fendmenos fisicos € quimicos observados em sistemas
moleculares de interesse. Por isso, ¢ importante escolher bem qual deles aplicar para a
modelagem do sistema em estudo, considerando a forma com a qual seus pardmetros tenham
sido obtidos e com que acuricia eles reproduzem tendéncias experimentais (COUTINHO,
2012; NAMBA, DA SILVA e DA SILVA, 2008).

Nesse trabalho foi utilizado o campo de for¢ca GROMOS para modelar o
comportamento do sistema em estudo (VAN GUNSTEREN e BERENDSEN, 1987; VAN
GUNSTEREN et al., 1996). Esse campo de forca tem sofrido ao longo dos anos varias
contribuicdes que o integram a um continuo trabalho de parametrizagdes, validagdes e
extensoes, assim como pode ser visto nos trabalhos de Oostenbrink et al. (2004, 2005), Lins e
Hunenberger (2005), Soares et al. (2005), Pontes ef al (2012) e Pol-Fachin et al. (2012). Um
destaque de sua metodologia ¢ a utilizacdo da filosofia united atom (do inglés — atomos
unidos), referente ao fato de que alguns atomos sdo tratados implicitamente como parte de
outros grupos que passam a ser chamados de pseudo-atomos. Esse detalhe, que ¢ em geral
aplicado aos hidrogénios alifaticos, reduz o tempo de célculo para cada passo de simulagao,
como consequéncia do menor nimero de 4tomos no sistema, sem que seja perdida uma
quantidade significativa de informac¢ao util da simulagdo, assim como afirmado por Kukol
(2009), que estima a redugdo do nimero de atomos em lipideos chegando 60%. E uma
aproximacao util e valida para campos de for¢a que direcionam o foco de seus estudos para as
interagdes intermoleculares muito mais do que para as intramoleculares. Ou seja, quando os
movimentos relacionados as interacdes entre moléculas sdo mais importantes que o0s
movimentos dentro das proprias moléculas (SCHULER, DAURA ¢ VAN GUNSTEREN,
2001; DAURA, MARK e VAN GUNSTEREN, 1998). Nao por acaso, a escolha desse campo
de for¢a para estudo das membranas lipidicas se deu por conta do intenso trabalho de
parametrizacdo dessas estruturas como pode ser verificado nos trabalhos de Chandrasekhar et
al. (2003) e Poger, Van Gunsteren e Mark (2009).

As fungdes que englobam esse campo de forca, assim como em muitos outros, sao

tipicamente divididas entre potenciais envolvendo dtomos ligados quimicamente e potenciais
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de interagdes entre 4&tomos que ndo apresentam essa conexao, assim como pode ser visto na
Equacao 7 (COUTINHO, 2012; NAMBA, DA SILVA E DA SILVA, 2008). Como a energia
potencial ¢ uma grandeza escalar, a soma de todos esses potenciais em relagdo a cada
particula do sistema configura a descricdo necessaria para utilizagdo da Equagdo 6 e

desenvolvimento da evolucdo temporal do sistema através da Dindmica Molecular.

V(@) = V(F)lig + V(F)ang + V(F)tors + V(F)v/w + V(?)elet (7

Em que cada termo do somatorio representa uma fungao potencial conservativa, assim
como descrito no trabalho de Oostenbrink ef al. (2004) para o campo de forca GROMOS e
verificado nos topicos em sequéncia, com auxilio da Figura 5 onde é esquematizado um

segmento de uma cadeia de atomos ligados covalentemente.

Figura 5. Exemplo de conexdo entre os atomos de uma
cadeia. Modificaciao da original em: ALLEN, 2004.

2.1.3 O potencial de estiramento
Esse potencial, Equacao 8, descreve a vibragdo em torno da ligacdo covalente

estabelecida entre duas particulas, assim como verificado entre 1-2, 2-3 ¢ 3-4, ou como

demarcado pelo simbolo 1,3, no caso da ligacao entre 2-3, na Figura 5.

1 2
Viig(b; Ky, bo) = 7 Ky (b® = bo”) (8)
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Em que o simbolo ““ ; ” separa a variavel independente, b, dos parametros K, € by. O
valor de “ b ” descreve a distancia entre as particulas conectadas em cada instante da
simulag¢do. Este termo ¢ obtido vetorialmente como a norma do vetor que liga as duas

particulas, Equagao 9.

b= ||l = /E’E’ Ty=n-n ©)

O parametro K}, descreve o quao forte ¢ a ligacdo e quao rapidas s@o as vibragdes em
torno do valor de equilibrio by. Esses parametros, assim como os que se apresentam nos
demais potenciais, sdo intrinsecamente dependentes dos tipos de atomos envolvidos e da
natureza da interacao sendo descrita. O tipo dos atomos (do inglés — atom type), por sua vez,
se refere a como ¢ classificado um conjunto de atomos com propriedades fisicas e quimicas
similares o bastante para que eles sejam dados como iguais em moléculas diferentes, sdo
diferenciados pelo tipo e geometria de suas ligagdes e pelo ambiente quimico em que se
apresentam. A caracteristica das suas interagdes diz respeito a fungdo quimica que esses
atomos desempenham, por exemplo, se sdo ions ou se estdo envolvidos na formagao de
ligacdes de hidrogénio. Essas defini¢des sdo parte integrante dos campos de forga ja citados,
sendo diferentes para cada um deles em funcdo das diferentes metodologias de
parametrizacdo. Os parametros apresentados podem ser obtidos através de estudos quanticos
de modos vibracionais dessa ligacdo, ou por dados experimentais. No caso do campo de forca
escolhido, o valor de K, ¢ advindo de dados espectroscopicos, enquanto que o valor de
equilibrio para a ligagdo ¢ extraido de difragdo de raio-X (VAN GUNSTEREN e KARPLUS,
1987; GURSKAYA, 1968).

Um ultimo ponto a ser considerado sobre esse potencial ¢ o fato dele ndo ser um
potencial harmonico como o utilizado nos demais campos de forga. Segundo Oostenbrink et
al. (2004), essa modificacao serve para que reduzir o custo computacional do célculo de
energias e forgas entre as particulas por ndo mais precisar contabilizar raizes quadradas dos

vetores posi¢ao.
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2.1.4 O potencial de angulo de ligacio covalente

Esse potencial descreve a vibragao angular das moléculas em torno de uma estrutura
estavel ditada pela geometria e hibridizacao dos atomos, Equacao 10. Pode ser verificada na
Figura 5 como o potencial formado pela oscilagdo dos angulos calculados entre as particulas

1-2-3 e 2-3-4, assim como exemplificado pelo angulo 834.
1 2
Vang (0;Kp, 6p) = EKB (cos(8) — cos(6)) (10)

Em que Ky ¢ 6, assim como, no exemplo anterior, sdo obtidos experimentalmente por
medidas espectroscopicas e de difracdo de raios-X (VAN GUNSTEREN e KARPLUS, 1987;
GURSKAYA, 1968). O valor do cosseno do angulo 8 ¢ medido, também durante a

simulacdo através da seguinte expressao vetorial, Equagdo 11.

cosO; = vk (11D
[l

Da mesma forma que na descri¢do do potencial anterior, pode-se observar que a

funcdo potencial descrita na Equacao 10 ndo se trata de uma fung¢ao harmonica em 6, como

em boa parte dos outros campos de forga existentes, mas harmdnica no cosseno de 6. Essa

escolha também se da por razdes de simplificagdo computacional. Nesse caso, para diminuir o

custo de calculo que se daria sobre o arco-cosseno dos angulos dados na Equacdo 11

(OOSTENBRINK et al., 2004).
2.1.5 O potencial de torcao

Assim como no caso anterior, o formato funcional desse potencial segue uma

descri¢do trigonométrica como pode ser verificado na Equagao 12.

Viors(6; 6, M,K,,) = Z K, (1 + cos(8)cos(M8)) (12)
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Nessa equagdo, o termo § € a constante de fase do potencial, enquanto os termos M e
0 sao respectivamente a multiplicidade e o angulo definido entre os dois planos descritos
pelos atomos i-j-k e j-k-1, assim como exemplificado na Figura 5 como o angulo entre os
planos formados pelos atomos 1-2-3 e 2-3-4. A utilizacdo do somatorio como parte da
definicdo desse potencial se deve ao fato de ser necessario utilizar mais de uma fungdo
senoidal para corretamente descrever o perfil torcional dos diversos grupos funcionais
parametrizados nos campos de forca.

O valor do angulo torcional descrito entre os planos mostrados na Figura 5 pode ser

calculado através da Equacao 13.

(13)

T Tak
6 = sinal(8) arc cos( m)_ak )

7 e

Onde 73, € 74 sd0 0s vetores normais aos planos definidos pelos atomos i-j-k € j-k-I,

b

calculados através do produto vetorial, “ A ”, entre 7;; € Tk, € Tjx, Ty respectivamente, como

mostrado na Equacao 14.

—_— —

Tmy = Ty ATk s Tk = T ATy inal(9) = 22k 14
Tmy = Ty ANk Tak = Tk ATkl s stna - |(7"—> r—k>)| (14)
Utq

Os parametros da Equagao 12 foram definidos de modo a melhor ajustar o perfil
energético descrito pelo angulo torcional entre os dtomos quando analisados por métodos
quanticos. Entretanto, da forma como foi definida no GROMOS, o perfil torcional, tal como
descrito, precisa dos potenciais de interacdo do tipo 1-4 entre atomos ndo ligados para ser
corretamente descrita (OOSTENBRINK ez al., 2004). Uma melhor descricao dessa interacao
sera dada no proximo topico.

A partir da versio GROMOS54A7 (SCHMID et al., 2011), também utilizada nesse
trabalho, uma correcao a esse potencial foi introduzida devido ao relato de alguns trabalhos
como o de Hu, Elstner ¢ Hermans (2003), onde foram verificados problemas em varios
campos de forga no que tange a correta descricdo dos angulos ¢ e Y nos graficos de
Ramachandran, caracterizados mais a frente no topico 2.3.5. Para corrigir o problema, varias

abordagens foram desenvolvidas, e dentre elas destaca-se o trabalho de Cao et al. (2009),
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onde foi introduzido a esse potencial um termo cruzado, de modo a corrigir o problema,

Equacao 15.

Veors(®, ¥ Kot Mot ) 81y Koy Ky, Moy, My, 8, 51!})
= Z K, (1 + cos(Mq,(p + 5(,,)) + Z K¢(1 + cos(M,l,t/J + 5¢))

) Kory (14 cos(Myr (@ + ) + 8p0y))  (15)

Onde ¢ e Y sdo os angulos torcionais relacionados a estrutura da cadeia principal de
polipeptidios definidos entre os atomos H-N-Ca-R e O-C-Ca-R, sendo R o substituinte da

cadeia lateral.
2.1.6 Potenciais de restricido para o angulo de tor¢ao

Segundo van der Spoel et al. (2010), os potenciais de restrigdo sdo responsaveis por
limitar os movimentos de particulas, impedir oscilagdes vigorosas ou introduzir na estrutura
das moléculas simuladas conhecimentos experimentais em situacdes cujos 0s termos ja
descritos nao sao suficientes. No GROMOS s3o definidos como padrao dois tipos de
restricdo, sdo casos onde € necessario descrever grupos planos em que existe ressonancia,
como por exemplo, nas ligagdes peptidicas entre aminoacidos ou em residuos contendo anel
benzénico, como fenilananina, e casos onde ¢ preciso manter a estrutura tetraédrica para
carbonos ligados explicitamente a apenas trés atomos. A fun¢do potencial utilizada para tal

finalidade pode ser encontrada na Equacdo 16.

1
Vrest(f; Kf' ‘EO) = EKf(f —$o )2 (16)

Em que o dngulo ¢ € definido da mesma forma que o dngulo 6 na Equagdo 13 € Kz € o

parametro que modela a intensidade da restricao. Os valores para essas constantes podem ser

encontradas no trabalho de van Gunsteren e Berendsen (1987) e Oostenbrink et al. (2004).
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2.1.7 O potencial de van der Waals

Assim como descrito brevemente por Kendall e Roberts (2015), em 1873, a fim de
explicar a incompressibilidade e a condensacdo de gases, van der Waals, no desenvolvimento
de sua equacdo cubica de estado, postulou que deveriam existir forcas de atragdo entre os
atomos, ndo relacionadas a ligagdes covalentes ou cargas. Posteriormente, essa for¢a foi
descrita, por alguns pesquisadores, através de diversas funcdes potenciais que conseguiam
satisfatoriamente transcrever as observacdes de van der Waals. Entre os potenciais
desenvolvidos, destaca-se o descrito por Jones (1924), também conhecido como potencial de
Lennard-Jones (12/6), desenvolvido para explicar propriedades de atomos inertes como o
argonio.

Segundo Oostenbrink et al. (2004), foi implementado no GROMOS uma versao do

potencial de Lennard-Jones dada pela Equagao 17.

C12;; C6y;

AmD™ Umh°

VU/W(E)' CIZU, C6l]) = (17)

Em que 7;; € definido como na Equagdo 9, e C12;; e C6;; sdo pardmetros que
descrevem as interagdes entre os atomos i € j, e que dependem dos tipos desses atomos e da
caracteristica da sua interagdo. Uma vez realizada a correta defini¢do dos dtomos, os termos
C12;j e C6;; de interagdo entre eles podem ser encontrados através de regras de combinagao
dadas pelas médias geométricas dos parametros definidos para cada tipo de atomo descrito no

campo de forca, assim como mostrado através da Equacao 18.

Segundo van der Spoel et al. (2010), atomos com até duas ligagdes de distancia nao
necessitam ser modelados pelo potencial de van der Waals, pois as interagdes entre eles sao
adequadamente descritas pelos potenciais de ligagdo e dngulo ja detalhados. Suas interacdes
de van der Waals sdo, portanto, excluidas e esses atomos sdo chamados de exclusdes uns dos
outros. Uma descrigdo mais ampla de todas as defini¢des de atomos, dos parametros C12;; e
C6;; e de outros tipos de exclusdo pode ser encontrada no trabalho de van Gunsteren e

Berendsen (1987), van der Spoel et al. (2010) e Oostenbrink et al. (2004).
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2.1.8 O potencial de interacio eletrostatica

Com certeza uma das interagdes mais relevantes compondo o somatorio de energias

potenciais de qualquer campo de forca € o potencial eletrostatico, Equagao 19.

. ., qi9q; qiq;
tJ . P = =
e 8D el ! T )

Nessa equagdo g; e q; sdo as cargas dos atomos que estdo interagindo, €, € a
permitividade elétrica do vacuo e €, ¢ a permitividade relativa do meio em que os 4&tomos se
encontram em relagdo ao seu valor quando no vacuo (OOSTENBRINK et al., 2004). Por
vezes pode-se simplificar a expressdo introduzindo a constante /' dada pelo inverso de 4me,
como pode ser visto acima.

Embora essa seja uma equagao simples, o custo computacional referente ao calculo do
potencial eletrostatico para o sistema inteiro escala com o niimero de particulas ao quadrado,
N°. Esse custo ¢ consideravelmente maior que no caso dos outros potenciais, exceto para o
potencial de van der Waals, que tem a mesma escala. Para corrigir esse problema e tentar
otimizar o tempo de processamento de calculo algumas abordagens podem ser encontradas.
Entre elas estdo, o uso de maquinas mais eficientes (utilizagdo de placas GPU para efetuar as
simulagdes), o aumento do intervalo de integragdo das equacdes de movimento (restringindo
os modos vibracionais de osciladores muito rapidos, como atomos de hidrogénio) ou
diminuindo o numero de particulas sobre as quais sera levado em conta o processo de calculo.

Dessa ultima metodologia decorrem modificagdes importantes nas fungdes potenciais
utilizadas. Para diminuir o nimero de particulas com as quais um atomo de interesse esta a
interagir ¢ necessaria a utilizacdo de um raio de corte (do inglés - cutoff) acima do qual as
contribui¢des dessas particulas ndo serio mais contabilizadas. E uma metodologia eficiente
em otimizar o tempo de processamento, mas perde informagdo significativa acerca das
interacdes que o atomo de interesse realiza.

Para entdo permitir o uso do raio de corte, mas mantendo de certa forma as interagdes
realizadas entre um atomo de interesse ¢ aqueles que estdo a sua volta, sdo introduzidas a
Equagdo 19 termos adicionais. Esses termos serdo tratados mais adiante nos topicos 2.1.16 ¢

2.1.17, através das metodologias de tratamento eletrostatico de longa distancia.
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Com a finalidade de descrever brevemente alguns detalhes acerca de como funciona o
processo de parametrizag¢do das cargas para sua posterior utilizagdo na Equacdo 19, segue um

topico detalhado.

2.1.9 As cargas atomicas

Em principio, cargas atomicas pontuais, como as utilizadas nessa metodologia, nao
sdo grandezas observaveis em sistemas reais, pois ndo podem ser extraidas diretamente de
medidas experimentais (DUPRADEAU et al., 2010). Porém, a densidade eletronica que
permeia os atomos pode ser observada e calculada através de experimentos de difragdo de
raio-X. Sao medidas extraidas de mapas de densidade eletronica desenvolvidos através da
transformada inversa de Fourier dos fatores de forma dos padrdoes de difragdo. Segundo
Coppens (1989), essas medidas, embora ndo possam descrever as fungdes de onda dos
atomos, sdo uma base consistente na validacdo de modelos teéricos que possam realizar essa
funcdo. Um exemplo bem sucedido de tal aplicacao ¢ o trabalho de Krijn e Feil (1988), onde
medidas de difracdo de raio-X foram utilizadas a fim de validar a metodologia melhorada do
funcional da densidade através do céalculo de densidade eletronica média levando em conta os
modos vibracionais dos 4&tomos em um cristal. E analogamente, outras metodologias ab initio
sao também validadas como no trabalho de Genoni et al. (2017).

Através da validagdo de metodologias tedricas proprias para calculo de densidade
eletronica em moléculas ou fungdes de onda moleculares, ¢ possivel calcular, enfim,
parametros de interacdo eletrostatica, representados através das cargas pontuais utilizadas no
modelo classico de DM. Entretanto, segundo Guadagnini, Bruns e Souza (1996), ndo ha
apenas um método para calcular as cargas atomicas, pois uma diversidade de abordagens
matematicas ja foi, e continua a ser desenvolvida para alcancar essa finalidade. Nao obstante
esse intenso desenvolvimento, uma vez que cargas pontuais ndo sdo medidas reais e ndo
podem ser diretamente comparadas com nenhum experimento, cada metodologia
desenvolvida pode gerar valores arbitrarios que, embora diferentes, reproduzam as mesmas
propriedades observaveis. E preciso, portanto, realizar testes e verificar qual metodologia
melhor se aplica ao sistema sendo estudado, além de avaliar sua eficiéncia em termos de custo
computacional para realizar a avaliacdo das cargas. O calculo de cargas utilizando avaliagdo
de potencial eletrostatico se mostra capaz de reproduzir propriedades moleculares de interesse
como, por exemplo, dipolo elétrico e o proprio potencial eletrostatico, que sdo altamente

relevantes para a metodologia de DM classica, uma vez que as interagdes intermoleculares
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sdo a principal via de andlise dessa metodologia. A metodologia para calculo das cargas
utilizadas nesse trabalho foi baseada nos célculos de potencial eletrostatico (ESP) (equagdes
20-23).

A primeira equacdo fornece a densidade eletronica de uma molécula descrita por

funcdes de onda aproximadas por orbitais.

K
P = ) D PyXiX(F) (20)

i=1j=1

Em que K ¢ o nimero de orbitais atdmicos formando os orbitais moleculares que
aproximam a fungdo de onda, X; ¢ a fungdo do i-ésimo orbital atomico calculado em 7 e P;;
sdo os elementos da matriz de densidade calculados através da Equacdo 21. Nessa equacao,
Cim sdo os coeficientes utilizados na combinacdo linear dos orbitais e calculados pela

metodologia Hartree-Fock (GUADAGNINI, BRUNS e SOUZA, 1996).

Py =2 z CimCim (21)

O potencial eletrostatico devido as cargas dos nucleos fixos e da densidade eletronica,

p(7), pode ser descrito assim como mostrado na seguinte equagao.

f” p(¥) . 22)

l Tp - T”

= an
4

Em que Z; ¢ a carga do ntcleo de cada um dos M atomos compondo a molécula e

posicionados no espaco em ﬁ: A posicao da carga de prova, ou da grade desenvolvida para
obtengdo dos pontos com os valores de potencial ¢ dada por 7,. Nessa equagdo, o primeiro
termo ¢ responsavel pela contribuicdo repulsiva entre cargas positivas dos nucleos e a carga
de prova, enquanto que o segundo termo ¢ o que contribui com o potencial atrativo
desenvolvido pela densidade eletronica da molécula (GUADAGNINI, BRUNS e SOUZA,
1996).
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Uma vez calculado o potencial eletrostatico,V?(7,), numa grade de pontos, pode-se

ajustar os valores das cargas pontuais atdmicas igualando o potencial ja calculado com um

gerado por consideragdes classicas assim como mostrado na Equagdo 23.

Ve,) = (23)

F.M P
A
<SH] 2

Em que g; ¢ a carga do i-ésimo atomo compondo a molécula para qual estdo sendo
calculadas as cargas. Através da comparagdo entre os dois tipos de potencial, e por um
algoritmo melhorado de ajuste dessas func¢des utilizando restricdo nos valores das cargas,
assim como descrito no desenvolvimento da metodologia RESP (do inglés restrained
electrostatic potential), ¢ possivel obter as cargas pontuais que melhor reproduzem o
potencial eletrostatico na vizinhanca da molécula, assim como descrito por Bayly et al.
(1993).

Felizmente, as cargas para os residuos compondo as moléculas em estudo ja foram
descritas. As cargas para os residuos pertencentes a molécula de polimixina foram extraidas
dos campo de forca GROMOSS54A7, enquanto que a carga das caudas alquilicas dos lipideos
foram extraidas dos parametros GROMOS53A6 (SCHMID et al., 2011; OOSTENBRINK et
al., 2004, 2005). As cargas atomicas para os carboidratos foram igualmente extraidas do
GROMOS 54A7, onde foi utilizado o software NWChem versao 4.1 (VALIEV et al. 2010),
com implementagdo da metodologia RESP, ja citada, teoria Hatree-Fock e base 6-31G*, para
obtengdo dos orbitais atdmicos (LINS e HUNENBERGER, 2005; POL-FACHIN et al.,
2012). Essas cargas podem ser visualizadas nas Tabelas Al.1 e A1.2 do Apéndice 1.

2.1.10 Método de minimizacao (Steepest Descent)

Ap0s toda a parametrizagdo previamente descrita, chega a vez mais um dos passos
necessarios para se efetuar um estudo de Dindmica Molecular em um sistema de interesse.
Nao por acaso, sempre antes da dinamica de fato, ¢ necessaria a busca por estruturas do
sistema que tenham sido energeticamente minimizadas, quer dizer, estruturas que estejam em
um minimo da superficie de energia potencial do sistema (SEP), a fim de que a simulacdo se

inicie de uma configuragado estavel (ADCOCK e McCAMMOM, 2006).



48

Estruturas minimizadas energeticamente sdo uma informagdo complementar as
estruturas geradas durante a dindmica e podem fornecer a estrutura média em volta da qual as
flutuagdes ocorrem. Desse modo, a geragdo de estruturas minimizadas pode auxiliar no
trabalho de entender que est4 acontecendo com o sistema ao longo da simulagao.

Existem diversas metodologias desenvolvidas com a finalidade de minimizar
energeticamente as estruturas dos sistemas simulados. Nesse trabalho foi aplicada uma das
mais simples, contudo, eficiente. A metodologia Steepest Descent ¢ uma abordagem
matematica que se utiliza das propriedades do gradiente da fungdo de energia potencial que
descreve o sistema, com a finalidade de encontrar valores minimos dessa fungdo e que
refletem uma organizagdo estruturalmente estdvel do conjunto de particulas estudado (VAN
DER SPOEL et al., 2010; ADCOCK e McCAMMOM, 2006).

Lembrando da Equagdo 6, o processo de minimizac¢dao descrito nessa metodologia

pode ser resumido nas seguintes equagoes.

o(t) = f(7 — tV1,) (24)

Em que ¢ ¢ uma fun¢io do passo que sera dado em dire¢do ao minimo de energia, 7, é
a posicao espacial dos atomos no ciclo n e V,, ¢ o potencial total dessa configuracao.
Derivando essa expressao e igualando a zero pode-se chegar no valor ¢ do passo que sera dado
para minimizar a energia do sistema. A posi¢do espacial de cada particula no conjunto pode

ser, entdo, recalculada pela Equagao 25.
Tpg1 = Ty — tv)vn =Ty + tﬁtot (25)

Assim, calculando a forca que age em cada particula no sistema ¢ possivel
progressivamente caminhar em dire¢do ao minimo de energia, onde a forga resultante sobre as
particulas se aproxima de zero. Esse, portanto, ¢ um dos critérios de parada do método, um
limite para a magnitude da forca resultante sobre as particulas acima do qual o processo
continua até encontrar uma configuragao tao estavel quanto se deseje (VAN DER SPOEL et

al., 2010).
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2.1.11 Algoritmo de dindmica (Leap Frog)

Uma vez realizada a minimizagdo de energia na estrutura inicial do sistema, pode-se
entdo iniciar a dinamica Newtoniana através das equagdes 4, 5 e 6. Entretanto, como foi
evidenciado no topico 2.1.2, sdo necessarias algumas modificagcdes nas equacdes de modo a
poder implementa-las computacionalmente. Uma das abordagens mais simples ¢ a utilizacao
de algoritmos baseados em diferencas finitas para realizar a integracdo das equacgdes
diferenciais de segunda ordem que regem o movimento das particulas na Dinamica Classica.
Um dos algoritmos mais famosos para realizar tal tarefa ¢ o algoritmo de Verlet, onde sdo as
posicdes das particulas em um instante qualquer da simulagdo depende da posi¢do no instante

anterior e das forcas que nele estava agindo, assim como pode ser verificado na Equacao 26.

R IS F(t)
7(t + At) = 7#(t) — 7(t — At) + TMZ (26)

Embora eficiente em gerar a trajetoria das particulas ao longo do tempo de simulagao,
essa abordagem entra em falta com a avaliagdo das suas energias cinéticas ao longo da
simulacdo. Como a velocidade das particulas ndo entra na equacdo, mesmo podendo ser
estimada pela Equagdo 27, ndo hd um controle da energia cinética do sistema (ALLEN e

TILDESLEY, 1987).

_ F(t+At) —7(t — At)

v(t
v () 2t

(27)

Uma variante do algoritmo de Verlet e que visa resolver esse problema ¢ o algoritmo

Leap-Frog, cujas equacdes sao mostradas abaixo.

7(t+At) =7(t) +v <t + %) At (28)
5(e+2) = (e-2) 4 10, 29)

Através dessas equagdes pode-se, agora, levar a velocidade das particulas do sistema

em considera¢do durante o célculo das suas posi¢cdes ao longo do tempo de simulagdo, além



50

de corretamente calcular a energia cinética do sistema. O Unico ponto desfavoravel a
utilizacdo dessa metodologia ¢ que o calculo da energia cinética e potencial do sistema nao
esta sincronizado, de modo que elas sdo calculadas em instantes diferentes de tempo, e dessa
forma a energia mecanica total ndo pode efetivamente ser calculada em cada momento da
simula¢do. Outros algoritmos mais elaborados foram, entdo, desenvolvidos para melhorar a
abordagem matematica da integracdo das equacdes de movimento. Maiores detalhamentos
podem ser encontrados nos trabalhos de Adcock e McCammom (2006), van der Spoel et al.

(2010) e Allen e Tildesley (1987).

2.1.12 Condigoes Periddicas de Contorno

O desenvolvimento de estudos com sistemas finitos sempre trouxe a diversas areas de
pesquisa cientifica um problema comumente conhecido como efeito de borda. Efeito causador
de modificagdes sensiveis nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas nos contornos de
qualquer material e alvo de intensos trabalhos de investigacdo ¢ modelagem como os de
Jiang, Bouret, e Kindt (2004) e West et al. (2013) que estudaram esse efeito em simulagdes de
bicamadas lipidicas.

Segundo Adcock e McCammom (2006) e van der Spoel et al. (2010), em simulagdes
de DM ¢ de pratica comum a utilizacdo de condigdes periddicas de contorno (do inglés,
Periodic Boundary Conditions, PBC) para minimizar os artefatos causados pela simulagdo do
sistema isolado (sem PBC) onde se verificam os problemas de efeito de borda. Nessa
metodologia o sistema em estudo € replicado em todas as dire¢des de modo a simular um
ambiente com dimensdes ilimitadas. E de fundamental importincia esclarecer que essa
aproximacao nao resolve a esséncia do problema, retratado na questao principal da existéncia
de fronteiras, mas que o transmite para os artefatos causados pela presenca de condig¢des
perioddicas em sistemas que nao apresentam essa condi¢do. Entretanto, segundo van der Spoel
et al. (2010), esses artefatos s3o menos severos que os primeiros, justificando sua aplicagao.

No GROMACS, a metodologia de condi¢des periddicas de contorno ¢ utilizada nos
potenciais ligados e ndo ligados de curto alcance conjuntamente com a convengdo da imagem
minima (do inglés, minimum image convention) que garante que nenhum deles ¢
contabilizado mais que uma tUnica vez, em virtude de que apenas a réplica mais proxima de
cada particula ¢ utilizada nos calculos. Contudo, para a avaliagao dos potenciais nao ligados
de longo alcance, interagao eletrostatica, sdo necessarios métodos de soma em rede (do inglés,

lattice sum methods), ou derivados, que serdo discutidos no topico 2.1.16 e 2.1.17.
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2.1.13 Ensembles Termodinamicos

Embora com a descrigdo das metodologias para avaliar a evolugdo temporal do
sistema através das integragdes das equacdes de movimento, a DM ainda ndo se faz completa.
Os sistemas reais, alvo da dindmica, estdo sempre definidos dentro de condigdes
termodinamicas especificas, € como tal, devem estar também os sistemas simulados através
dessa abordagem. Para tal configuracao, algumas varidveis importantes do sistema precisam
ser definidas e fixadas, constituindo o que se chama de ensemble termodinamico.

Dé-se o nome de ensemble ao conjunto de microestados de um sistema, definidos pela
organizacdo espacial das particulas e seus momentos lineares, mas que pertencem ao mesmo
estado termodindmico. Cada microestado dentro de um ensemble pertence a um espaco de
fases que representa todas as possibilidades estruturais de um dado sistema, uma vez
consideradas as restri¢des desse ensemble (ADCOCK e McCAMMOM, 2006; HILSER et al.
2006).

A depender dos vinculos termodinamicos existentes em um sistema, o ensemble no
qual esse sistema se encontra pode ser classificado de diferentes formas e apresentar
diferentes descri¢cdes estatisticas e caracteristicas macroscopicas. Segundo Adcock e
McCammom (2006) e Salinas (2005) os ensembles mais utilizados em simula¢des sdo o
microcandnico (NVE), onde sdo mantidas constantes a energia total do sistema, o nimero de
particulas e o volume ocupado por elas, o candnico (NVT), onde sdo mantidas constantes a
temperatura, o nimero de particulas e o volume, e o gra-canénico (4 VT), onde o potencial
quimico ¢ mantido constante em substitui¢do ao numero de particulas do ensemble anterior.
Entretanto, podem ser encontrados também estudos onde sdo utilizados os ensembles
isentalpico-isobarico (NPH), onde sdo mantidas constantes a pressdo total, a entalpia e o
numero de particulas do sistema e o ensemble isobarico-isotérmico, ou ensemble das pressdes
(NPT) onde a pressao, a temperatura € o numero de particulas sdo fixados.

Em esséncia, as simulacdes de DM sdo desenvolvidas no ensemble microcandnico,
uma vez que todos os potenciais utilizados nos campos de for¢a sdo conservativos, conservam
a energia total do sistema, e os algoritmos de integracao das equag¢des de movimento foram
desenvolvidos para tal finalidade. Entretanto, a maioria dos experimentos que constituem o
alvo das simulagdes ¢ realizada a volume e temperatura constantes, ensemble candOnico
(NVT), ou a pressdo e temperatura constantes, ensemble isobarico-isotérmico (NPT)

(ADCOCK e McCAMMOM, 2006).
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Para realizar tal restricdo a DM sdo necessarios alguns algoritmos numéricos de
acoplamento que introduzem pequenas modificacdes no sistema de modo que suas variaveis
termodindmicas se mantenham constantes ao longo de toda a simulagdo. Sao eles, o algoritmo
de acoplamento de temperatura, Termostato, ¢ o algoritmo de acoplamento de pressdo, o

Barostato. Uma melhor descri¢do de cada um segue nos topicos subsequentes.

2.1.14 Termostato (v-rescale)

A fim de poder controlar a temperatura do sistema no decorrer da simulacdo de
dindmica molecular (DM) faz-se uso de um termostato que re-escala a magnitude dos vetores
velocidades de cada particula dentro do sistema de modo que a distribui¢cdo resultante desses
valores se aproxime de uma curva Gaussiana centrada na temperatura desejada.

Assim como nos algoritmos numéricos apresentados até aqui, vérias abordagens
matematicas foram desenvolvidas para a realizag¢do de tal tarefa. Um dos mais utilizados ¢ o
termostato de Berendsen et al. (1984), onde ¢ modelado um banho térmico acoplado ao
sistema que lhe fornece ou retira energia de tal modo que ele permanece com sua temperatura
constante. O algoritmo ¢ dado por um acoplamento fraco descrevendo uma cinética de

primeira ordem, como pode ser visto na Equagao 30.

dT_TO—T
dt T

(30)

Em que Ty ¢ a temperatura que se deseja manter constante ao longo de toda a
simulacdo e T € o parametro de acoplamento da temperatura, que pode ser modificado para
melhor ajustar as necessidades da simulagdo. Através dessa definicdo e de uma modificagao
ocasional nas equagdes de movimento descritas por Berendsen et al. (1984), esse acoplamento
¢ aplicado ao sistema escalonando as magnitudes dos vetores velocidade de cada particula no

sistema por uma quantidade A a cada n,, passos de simulagdo, dada pela Equagéo 31.

n,At T
A=|1+-2 >

—1 |2 (31)

Em que 7; pode ser encontrado através da seguinte equagao.
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_ 26yt
Ny, k

(32)

T

Em que C, € a capacidade calorifica do sistema, k € a constante de Boltzmann e Ny; €
o numero de graus de liberdade do sistema. Essa metodologia ¢ muito util por permitir a
modificacdo da constante de acoplamento da temperatura de acordo com as necessidades da
dindmica. Entretanto, ela suprime a variagdo da energia cinética que existe devido as
flutuagdes ao longo da simulagdo. Essa caracteristica leva a simulagdo a uma incorreta
amostragem do ensemble, com um erro que ¢ proporcional ao inverso do nimero de particulas
no sistema. Para sistemas apresentando um ntimero muito grande de particulas a média das
propriedades extraidas do ensemble nao ¢ afetada (VAN DER SPOEL et al., 2010).

A fim de evitar esse problema, foi utilizado no trabalho o termostato de Bussi,
Donadio e Parrinello (2007), que basicamente ¢ um melhoramento do termostato de
Berendsen, com a adi¢do de um termo estocéstico que assegura que o ensemble, assim como a
energia cinética do sistema, sera corretamente amostrado durante a simula¢do. O termo de

escalonamento das velocidades das particulas ¢ dado pela Equagao 33.

a= |—= (33)

Em que K ¢ a energia cinética das particulas do sistema, enquanto que K; ¢ a energia
cinética calculada através da distribuicdo de equilibrio candnico do ensemble, assim como

pode ser verificado no trabalho dos autores.

2.1.15 Barostato (Berendsen)

Assim como no algoritmo anterior, existem diversas abordagens que podem ser
utilizadas para controlar a pressdo do sistema. A que foi utilizada no trabalho ¢ descrita por
Berendsen et al. (1984) como um banho de pressdo, de forma andloga ao termostato.
Seguindo o mesmo desenvolvimento descrito no tdpico anterior, os autores modificam
ocasionalmente as equacdes de movimento de modo a levar em consideragdo as variagdes na
pressdo do sistema. Utilizando o mesmo decaimento de primeira ordem também relatado no

algoritmo do termostato, Equagdo 34, os autores chegam a um fator de escalonamento para a
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posigdo das particulas e para as dimensdes da caixa de simulagdo, a cada n, passos de

simulacdo, dada pela Equagdo 35. Através desse fator a nova posi¢ao das particulas ¢ dada

pela Equagao 36.
aP Py— P 34)
dt Tp
n, At
u=1-"22% 5 py (35)
31y
7' = ur (36)

Em que 7, ¢ a constante de acoplamento da pressdo, f € a compressibilidade
isotérmica do sistema e Py ¢ o valor de pressao que se deseja manter constante ao longo da
simulag¢do. As Equacdes 35 e 36 podem se generalizar como equagdes tensoriais (onde P e u
sdao descritos na forma de tensores), caso o sistema ndo se apresente em uma geometria

cubica, assim como descrito por Berendsen et al. (1984) e van der SPOEL et al. (2010).

2.1.16 Particle-Mesh Ewald (PME)

Como ja introduzido no topico 2.1.12, a utilizacdo de condigdes periddicas de
contorno necessarias para evitar o problema de efeito de borda nas simulagdes gera a
necessidade de contabilizar o potencial de interagdo eletrostatica em todas as réplicas
periodicas do sistema. Nesse tipo de configuracdo, a Equacao 19 se transforma na Equagado

37.

N N
N f qiq;
Vl]ele(rlp%';qj;fier) = Ezzzzze |l|r—]>|| (37)
r||Ty

nx ny nz i=1j=1

Em que nx, ny e nz sdo o numero de réplicas do sistema em cada dire¢cao cartesiana.
Como descrito por van der Spoel et al. (2010), essa soma converge, mas de modo muito lento
ou condicional. Para superar esse problema, Ewald, em 1921, propds uma metodologia

conhecida como soma de Ewald que consegue simplificar o trabalho introduzido por esse
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somatorio. Ele propdés uma modificagdo na Equacdo 37 que torna a sua convergéncia
significativamente mais rapida. Para isso, ele dividiu a expressdo contida no somatdrio em
dois termos, através da aplicacdo de uma identidade matematica dada pela Equacdo 38, assim

como descrito por Holm (2004).

1_f0), 1-f®)

r r r

(38)

Existem dois requerimentos principais para a escolha da funcao f(r) utilizada. Ela deve
ser tal que o primeiro termo dessa identidade decaia rapidamente, sendo negligenciavel para
valores de “ r ” maiores que o raio de corte (cutoff) utilizado nas simulag¢des, enquanto o
segundo deve variar lentamente para qualquer valor de “ r ” possibilitando a descri¢ao desse
termo através da sua transformada de Fourier e, portanto, sendo expresso no espago reciproco
(HOLM, 2004). A escolha utilizada por Ewald foi a fun¢do complementar de erro observada
na Equagao 39.

erfc(x) = % f T et ay (39)
T Jx

Através dessa metodologia, o potencial elétrico total do sistema ¢ dado pela soma do

potencial no espago real e no espago reciproco, tal como ¢ mostrado nas equacdes abaixo.

V =Vieat + Veec + Vo (40)

Ve (5 4045 £ ) = ZZZZZ erfc(ﬁ ”r””) (41)

i,j nx ny nz

exp <— <%>2 + 2mim . (7, — ?J’))
Veeo (7 00 . ) = 7 Z @ ) > ) — (42)

mx my mz

N
e BN
Vo(qis . B) = ﬁ;ql (43)
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Em que V,.q € o potencial atribuido a soma no espago real, V... ¢ o potencial
atribuido a soma no espaco reciproco, § € um parametro positivo que ajusta o peso relativo do
somatorio no espago real e no espaco reciproco ao modificar a convergéncia de cada um

deles, 77 ¢ a posigdo da particula i no sistema e 7;; ¢ o vetor entre a particula e sua imagem

mais proxima encontrada nas réplicas, Vol ¢ o volume da célula de simulagio e 1 ¢ o vetor de
comprimentos de onda no espaco reciproco relativos as dimensdes da célula de simulagdo no
espaco real (VAN DER SPOEL et al., 2010; DARDEN, YORK ¢ PEDERSEN, 1993).

Como explicado, essa soma permite que o calculo do potencial eletrostatico do
sistema seja realizado mais rapidamente que o desenvolvido pela Equacao 37, entretanto o
algoritmo tem um escalonamento que vai com o quadrado do nimero de particulas no
sistema, N?, o que torna esse calculo quase impraticavel para sistemas muito grandes (N>10%).
Uma alternativa dada por Darden, York e Pedersen (1993) a esse problema ¢ a utilizacao de
uma interpolacdo multidimensional por partes do somatorio no espago reciproco seguindo a
metodologia particle-mesh, com auxilio das Transformadas Répidas de Fourier (do inglés,
Fast Fourier Transform, FFT) (VAN DER SPOEL et al., 2010; DARDEN, YORK e
PEDERSEN, 1993; HOCKNEY ¢ EASTWOQOD, 1981). Essa metodologia, mais conhecida
como particle-mesh Ewald (PME), consegue melhorar o escalonamento do algoritmo
chegando um processo que depende de N./n(N), assim como pode ser verificado no trabalho
dos autores. Além dessa, muitas outras metodologias de aprimoramento da soma de Ewald
podem ser desenvolvidas a partir de modificagdes do somatdrio do espaco reciproco. Alguns
exemplos que podem ser citados sdo os trabalhos de Hockney, Eastwood e Lawrence (1980)
com a metodologia particle-particle particle-mesh (P3M) e o de Essmann et al. (1995) com o
Smooth Particle-Mesh Ewald (SPME). Maiores detalhamentos e compara¢des com outras
metodologias ja desenvolvidas podem ser encontradas nos trabalhos de Ballenegger et al.

(2008) e Holm (2004).

2.1.17 Reaction Field (RF)

Outra alternativa ao somatorio da Equacdo 37 ¢ realizada através da metodologia do
campo de reagdo (do inglés Reaction Field). Nessa abordagem, as interagdes eletrostaticas sao
calculadas via Equacgdo 19 até o raio de corte definido (cutoff) nos parametros da simulacao, e
qualquer interagdo entre particulas que estejam mais afastadas que esse raio de corte serdo
tratadas como um campo de reagdo criado por elas. Essa descricdo pode ser observada na

Equacao 44.
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j fq qj
Vl]ele@qi, q]';f, €y, krfl Crf) — “ “ Tf(rl]) CTf (44)

Em que as constantes do campo de reagdo expressas acima sao descritas nas equagdes
45 e 46 fazendo uso das defini¢cdes de raio de corte, 7., e constante dielétrica do campo de

reagdo &5 (VAN DER SPOEL ez al., 2010; TIRONI ez al., 1995).

1 &f— &

kyp=—"7"———< 45
i 7"cg (Zgrf + gr) ( )

1 3
O ey + &) (#0)

O raio de corte pode ser modificado dependendo da necessidade de cada sistema a ser
simulado, mas ¢ preciso ter em mente que quanto maior seu valor, maior o numero de
interacdes que seguem a Equacdo 19 e, portanto, maior o custo computacional da dinamica. O
valor da constante dielétrica do campo de reagdo pode ser obtida através de estudos
computacionais a fim de avaliar qual valor melhor reproduzira propriedades experimentais,

assim como pode ser visto no trabalho de Gattli, Daura e van Gunsteren (2002).
2.1.18 Linear Constraint Solver (LINCS)

Como citado no tépico 2.1.8, uma das metodologias para diminuir o tempo de
processamento da dindmica e mais rapidamente avaliar um longo tempo de simulacao se da
pelo aumento do passo temporal utilizado nas equacdes de dinamica. Entretanto essa
modificacdo ndo pode ser aplicada de forma generalizada por conta da existéncia de atomos
do sistema que oscilam tdo rapidamente que o aumento do passo temporal faria sua dinamica
perder sentido e sua trajetoria ficar desconectada, como no caso dos hidrogénios em muitas
moléculas. Em resumo, o passo temporal deve ser pelo menos, menor do que o tempo de
oscilacdo do oscilador mais rapido dentro do sistema (VAN DER SPOEL, 2010).

Uma alternativa a essa condicao ¢ a restri¢ao de comprimentos de ligacao e de angulos
em atomos que se apresentam como osciladores muito rapidos, de tal maneira que seus modos
de vibragdo ndo sejam mais levados em conta na simulag¢do permitindo o aumento do passo

temporal de integracdo nas equagdes de movimento.
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Para realizar essa restricao sao necessarias metodologias especiais que possam garantir
a restricdo dos valores de angulo e ligacdo dos atomos. Algumas metodologias ja
desenvolvidas para tal finalidade sio o SHAKE, o LINCS, o RATTLE e o SETTLE para
moléculas de agua (RYCAERT et al, 1977; HESS et al, 1997, ANDERSEN, 1983;
MIYAMOTO e KOLLMAN, 1992).

Nesse trabalho foi utilizada a metodologia LINCS, por ser avaliada como mais
simples, rapida e eficiente que o SHAKE (HESS et al., 1997) e seus variantes.

E uma metodologia que redefine os comprimentos de ligagio dos 4tomos utilizando
algebra matricial. Como descrito por van der Spoel et al. (2010) ¢ uma metodologia nao
iterativa e que sempre ¢ realizada em dois procedimentos computacionais, assim como pode
ser verificado no esquema da Figura 6.

De forma resumida, as equagdes aplicadas sobre os atomos seguem o formato dado
pela Equagao 47.

g =|r;—-rzl—d;=0 i=1,273,... (47)

Em que 7{ e 75 sd0 os vetores posi¢do dos atomos envolvidos na i-ésima equagdo de
restricdo e d; ¢ o comprimento da ligacdo realizada entre esses atomos. Uma descricdo mais
detalhada sobre o desenvolvimento matricial do algoritmo pode ser encontrado em Hess et al.

(1997) e van der Spoel et al. (2010).

Figura 6. Esquema para visualizagdo de como o algoritmo funciona. A)
rotagdo ndo restringida de dois 4tomos, B) defini¢do da projecdo da nova
orientacdo sobre a antiga como nula e C) redefinicdo do comprimento de

ligagdo como o valor antigo. Fonte: HESS et al., 1997.
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2.1.19 Método de amostragem melhorada

Assim como inicialmente discutido no inicio dessa se¢do, medidas experimentais de
certas propriedades de um sistema podem ser comparadas com as médias do seu espaco
amostral simulado através da metodologia de DM ou outra metodologia computacional. E
possivel verificar que, uma vez garantida a correta parametriza¢ao do sistema simulado e a
correta descrigdo dos parametros da dindmica, o desvio das medidas extraidas das simulagdes,
em relagdo aos dados reais, ¢ tdo menor quanto melhor for a amostragem do espaco de fases
do sistema. Infelizmente, a amostragem de um modelo computacional inserido em um
ensemble termodinamico depende do tipo de sistema sendo simulado, dos pardmetros
utilizados na sua modelagem e da metodologia computacional empregada. Em particular, uma
das situacoes que podem dificultar a completa amostragem do espago de fases do sistema ¢ a
utilizacdo de uma estrutura inicial para a dindmica que perten¢a a um minimo da superficie de
energia potencial cujas barreiras que devem ser ultrapassadas para amostragem de novas
estruturas se encontra acima dos niveis de energia termicamente acessivel (BERNARDI,
MELO e SCHULTEN, 2015).

Nesses casos ¢ necessaria a utilizacdo de metodologias melhoradas de amostragem do
espaco de fases do sistema que possam ultrapassar essa inconveniente barreira energética.
Dentre as varias abordagens ja desenvolvidas para esse propdsito podem ser citadas a
metodologia Replica-Exchange, Local Elevation e Simulated Annealing, também conhecido
como arrefecimento simulado (SUGITA ¢ OKAMOTO, 1999; HUBER, TORDA ¢ VAN
GUNSTEREN, 1994; KIRKPATRIK, GELATT e VECCHI, 1983).

Nesse trabalho, como sera visto mais a frente, foi utilizada a metodologia do
arrefecimento simulado (do inglés Simulated Annealing, SA), por ser uma metodologia
simples e de baixo custo computacional, para melhor amostrar o espago de conformagdes
acessiveis aos polipeptidios utilizados no estudo. De maneira objetiva, na metodologia do
arrefecimento simulado, como o préprio nome diz, o sistema simulado ¢ aquecido a uma
temperatura tal que conformacdes antes impedidas energeticamente sejam, agora,
termicamente acessiveis. Apos certo tempo de amostragem sobre as novas conformacgoes, o
sistema ¢ resfriado voltando a temperatura inicial da simulagdo, mas com suas configuracdes
modificadas. A amostragem, através dessa metodologia ¢ tdo mais representativa do espago
conformacional do sistema, quanto maior for o numero de vezes que o processo de
aquecimento e resfriamento ocorre. Modificagdes nesse algoritmo permitiram o

desenvolvimento do Fast Simulated Annealing e do Generalized Simulated Annealing que
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apresentam, respectivamente, melhorias no tempo de processamento e no método de
amostragem entre conformagdes permitindo a utilizacdo de temperaturas mais brandas para
efetuar o mesmo trabalho do algoritmo original. Maiores detalhes podem ser encontrados nos
trabalhos de Szu e Hartley (1987) e Tsallis e Stariolo (1996). Uma vez que essas
metodologias ndo puderam ser implementadas no codigo utilizado para o desenvolvimento
das simulagdes, o algoritmo empregado foi o descrito por Kirkpatrik, Gelatt e Vecchi (1983),
sendo satisfatorio e eficiente para alcancar os objetivos do trabalho.

Com essa finalidade, foi definido um ciclo aquecimento e resfriamento que durou
cerca de 500 ps, levando 50 ps para aquecer e resfriar e 200 ps de amostragem em cada
temperatura. As simulagdes seguindo essa metodologia se estenderam por até 100 ns
garantindo pelo menos 40 ns de simulagdo em cada temperatura e um total de 20 ns nos

intervalos transientes (Figura 7).
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Figura 7. Pequeno intervalo da simulacdo demonstrando como a temperatura do sistema foi variada durante
a utilizacdo do método de amostragem melhorada.
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2.2 PARAMETROS ATOMICOS E PREPARACAO DOS SISTEMAS

2.2.1 Estrutura e parametros utilizados nas simula¢des das polimixinas

Nesse trabalho foram desenvolvidos modelos moleculares para trés variantes da classe
das polimixinas, a saber, as polimixinas B1, E1 e M (por vezes denominada como A). Essa
avaliacdo € importante para verificar possiveis variagdes nas interagdes entre antimicrobianos
e membranas bacterianas que dependam diretamente da variante do polipeptidio utilizado. Por
simplificagdo a nomenclatura para as polimixinas serd adotada como sendo B, E e M.

Inicialmente, como em qualquer simulacdo computacional, faz-se necessaria a
descricdo tridimensional da molécula a ser modelada. Descricdo essa, que no caso das
polimixinas, embora muito estudada experimentalmente, ndo foi totalmente resolvida ou
publicada, assim como visto para um nimero consideravel de proteinas, lipideos e outras
moléculas encontradas na literatura. Alguns resultados de ressondncia magnética nuclear,
como o de Pritovsek e Kidric (1999), deram abertura para avaliagdo de valores de Nuclear
Overhauser Effect (NOE) pertencentes a interacdes entre protons dentro da cadeia molecular
dessa classe de polipeptidios e que podem consequentemente fornecer informagdes valiosas
sobre a proximidade de grupos estruturais, auxiliando assim, no design da molécula.
Entretanto, pelo fato desse antimicrobiano ser muito pequeno e muito moével, todos os valores
obtidos foram de intensidade média ou baixa resultando em uma configuracao espacial que,
embora explique parcialmente os valores de NOE, nao podem ser referidos como a estrutura
definitiva da molécula.

Dessa forma, fez-se necessaria a modelagem estrutural do polipeptidio, trabalho
realizado através simulagdes computacionais de Dinamica Molecular aliada aos dados
estruturais reportados nos estudos de Pritovsek e Kidric (1999), de modo a obter nesse
processo uma estrutura média da molécula modelada, que responde a mudancgas estruturais,
assim como descrito nos resultados experimentais e que pode ser utilizada nas simula¢des da
interacdo entre peptidios antimicrobianos € membrana bacteriana. Para alcancar tal finalidade,
foi utilizado o pacote computacional GROMACS versao 4.6.5 (VAN DER SPOEL et al.,
2010). A estrutura tridimensional das polimixinas foi construida com auxilio de um software

computacional SPARTAN e dos dados estruturais reportados e descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores dos angulos diédricos para as duas conformagdes médias de
menor energia da polimixina B obtidas por espectroscopia de RMN e utilizadas
na constru¢do de modelos tridimensionais para simulagdes.

Residuos Sequéncia* Expl. Exp2.

P41 Yy (%) Y,

DAB 4 -85 72 -148 26
DAB 5 -125 110 -164 155
D-PHE 6 70 -108 -45 -66
LEU 7 -95 62 -78 30
DAB 8 -142 132 53 64
DAB 9 -70 169  -132 -94
THR 10 68 -56 -52 49

Fonte: PRITOVSEK e KIDRIC, 1999. (* A sequéncia dos aminoacidos
pertencente a cadeia polipeptidica é definida na Figura 2 e Tabela 1.)

Embora esses dados sejam apenas para a polimixina B, eles foram utilizados para
modelar a estrutura inicial de todas as trés variantes de polimixina estudadas no trabalho, uma
vez verificada a semelhanga estrutural do conjunto. Dos dados apresentados, apenas a
primeira conformagdo foi utilizada na modelagem estrutural. Essa escolha é possivel porque
ambos sdo parte de uma mesma familia de 100 estruturas correlacionadas, derivadas dos
mesmos valores de NOE encontrados no trabalho de Pritovsek e Kidric (1999) e com
variagdes estruturais menores que 1 A em relacdo esses dados. Além disso, os resultados
apresentados nas simulagdes da primeira estrutura dispensam a simulagdo partindo da
estrutura gerada com a segunda conformacao, assim como serd visto na primeira parte dos
resultados.

Para descrever as interacdes atdomicas para cada particula constituindo a molécula do
polipeptidio, foram utilizados diferentes conjuntos de pardmetros de campo de forga
GROMOS, que juntamente com diferentes escolhas de tratamentos eletrostaticos de longa
distancia (TELD) para o sistema, permitiram desenvolver um pequeno ensaio sistematico em
busca da melhor combina¢ao de parametros e TELD, assim como pode ser verificado na

Tabela 3, identificando aquele que melhor reproduziria os dados experimentais.
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Tabela 3. Descri¢do da combinacdo de pardmetros de campo de forca, TELD e métodos de amostragem
utilizados nas simulagdes das variantes de polimixina em agua.

Sistemas Numero de moléculas Simulacoes DM Simulacoes DM/SA

Soluto Solvente lIons Parametros TELD Parametros TELD

PmxB 1 2106 5CI' 53a6 54a7 RF PME 54A7 RF
PmxE 1 2111 5CI - 54a7 RF - 54A7 RF
PmxM 1 2013 5CI - 54a7 RF - 54A7 RF

Considerando o fato de que a estrutura quimica de todas as variantes ¢ muito similar, a
menos de pequenas modificacdes pontuais, assim como descrito na Tabela 1, entdo ¢
plausivel afirmar que a dindmica conformacional dessas variantes também sera muito similar
de modo que a melhor escolha de parametros de campo de for¢a e TELD para uma delas a fim
de reproduzir resultados experimentais, também ira refletir a melhor escolha para as outras
variantes. Desse modo, a avaliacdo sistemdtica da melhor combinacdo de parametros de
campo de forca e TELD foi apenas executada para a polimixina B, e como ndo ¢ necessario
repetir as simulagdes para todas as variantes, uma vez que a mesma tendéncia de
concordancia com os resultados experimentais seria observada ¢ possivel simplificar o
trabalho e reduzir custos computacionais com simulagdes excessivas.

Uma vez determinada essa combinagdo que melhor descreve a dindmica
conformacional das polimixinas, foram realizadas novas simulagdes com todas as variantes
utilizando esses parametros e logo apods utilizando um algoritmo de amostragem melhorada ja
descrito no topico 2.1.19 com a finalidade de que fosse possivel verificar, de maneira mais
ampla, as conformagdes acessiveis a estrutura modelada, e se essa estrutura poderia condizer

com os dados experimentais.

2.2.2 Estrutura e parametros utilizados nas simulacdes dos lipideos

Para as simulacdes com as membranas foram desenvolvidos cinco modelos
computacionais para diferentes quimiotipos da membrana externa de P. aeruginosa. Dentre
eles estao o lipideo A penta e hexa-acilados, o lipideo A com adi¢dao de 4-amino-4-deoxy-1-
arabinose (Ara4N) penta e hexa-acilados, e o lipideo Re penta-acilado, que possui mesma
estrutura do lipideo A, mas com adi¢do de duas moléculas de Acido D-manno-oct-2-

usolonico (KDO) constituindo o nucleo do inner core da membrana externa bacteriana.
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A modelagem computacional dos lipideos de cada quimiotipos bacteriano descrito
acima e utilizados nesse trabalho, foi significativamente mais simples que no
desenvolvimento dos modelos para as polimixinas. Isso decorre do fato de que a estrutura dos
lipideos e os parametros que descrevem as interagdes entre cada atomo compondo a molécula
j& se encontravam descritos na literatura relacionada. Para modelagem dos carboidratos foi
utilizado o conjunto de parametros de campo de forca GROMOS 54A7 com refinamento de
potenciais torcionais para carboidratos (LINS e HUNENBERGER, 2005; POL-FACHIN et
al.,2012).

O conjunto de parametros GROMOS53A6¢1yc, como descrito pelos autores acima,
contém corregdes para potenciais diédricos dos residuos de hexapiranose com todos os outros
parametros atdmicos permanecendo os mesmos do ja reportado 54A7 (SCHMID et al., 2011).
Os parametros utilizados no calculo do potencial de van der Waals foram extraidos dos
conjuntos GROMOS 45A4/53A6. As cargas atOmicas para 0s Novos grupos quimicos e
potenciais torcionais na bicamada lipopolissacaridicas (LPS), como na ligacdo P-glicosidica e
para todos os diedros no formato C-C-C-O, foram calculados para manter a compatibilidade
com versdes previas do campo de forca GROMOS (LINS e HUNENBERGER, 2005;
SOARES et al., 2005; CHANDRASEKHAR et al., 2003).

As topologias, bem como a estrutura inicial do lipideo A, base estrutural comum a
todos os quimiotipos estudados e utilizados na construcdo das bicamadas, podem ser
encontradas nos Apéndices 1 e 3, respectivamente. Abaixo, na Tabela 4, segue a descricdo

dos sistemas de bicamadas simuladas sem a presenca de antimicrobianos.

Tabela 4. Setup dos sistemas de bicamada utilizados para simulagdo das membranas bacterianas sem presenca
dos polipeptidios antimicrobianos. Nessas simulagdes o solvente utilizado foi a 4gua.

Sistemas Nimero de moléculas Tempo de simulacio
lipideo Solvente fons
LipA penta 256 44050 256 Ca™" 200 ns
LipAnexa 256 38266 256 Ca** 200 ns
LPSRepenta 256 47516 512 Ca** 200 ns

LipA AradN penta 256 50002 0 200 ns
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O tempo de simulacdo foi definido como o necessario para que fosse observado um
equilibrio estrutural em cada quimiotipos em termos do parametro de “area por cabeca”, ou
melhor, do empacotamento das moléculas compondo a membrana. A quantidade de ions de
calcio inseridos nos sistemas foi a minima necessaria para neutralizar as bicamadas. Disso

decorrem as diferentes concentra¢des de ions verificados na quarta coluna da Tabela 4.

2.2.3 Setup das simulacdes das interacdes entre membrana externa bacteriana e AMP.

Uma vez realizadas as constru¢cdes dos modelos para as polimixinas e para as
membranas, foi possivel, entdo realizar o estudo das interacdes entre esses componentes. Para
tal tarefa, foi necessaria apenas a utilizagdo da polimixina B, pois como antecipado no topico
2.2.1 e melhor avaliado no topico 3.1, as variantes de polimixina apresentam uma dinamica
conformacional muito semelhante de modo que o comportamento de uma delas serve como
um indicativo para a dindmica das outras. Foram realizadas ao todo 7 simula¢des. Do total,
cinco delas foram desenvolvidas para avaliar as interagdes entre o AMP e os diferentes
quimiotipos de membrana externa, enquanto que as remanescentes foram utilizadas para
avaliar efeito de concentracdo do polipeptidio e de sais inseridos no sistema para modificar a
forca idnica do meio. Na Tabela 5, segue uma descricdo do nimero de moléculas utilizadas
em cada sistema desenvolvido, bem como o tempo de simula¢do alcangado ao longo do

trabalho.

Tabela 5. Descri¢do do nimero de moléculas de cada componente do sistema utilizados na montagem das
simulagdes e do tempo total de simulacdo alcangado ao final do trabalho.

Sistemas Numero de moléculas Tempo de simulagio
Pmx-B Lipideo Solvente fons
Pmx,+LipA 2 256 65761 10 CI', 256 Ca™ 200 ns
Pmxe+LipApenta 6 256 61204 30 CI, 256 Ca** 200 ns
Pmxe¢+LipAnexa 6 256 73168 30 CI, 256 Ca* 200 ns
Pmx¢+LPSRe 6 256 64050 30 CI, 512 Ca* 200 ns
PmXe+LipA arasn penta 6 256 73587 30 CI 200 ns
Pmxe+LipApenta-mm 6 256 60766 249 CI, 256 200 ns

Ca®", 219 Na*
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A configuracdo inicial das simulagdes descritas acima foi desenvolvida com a
utilizacao da estrutura final das simulagdes de cada um dos componentes isolados, ou seja,
referentes aos sistemas observados nas Tabelas 3 e 4. Na Figura 8 pode ser observado um
exemplo da montagem dos sistemas acima. Nela € possivel verificar que os antimicrobianos
foram posicionados muito proximos a membrana, sem, no entanto toca-la. A decisao de
aproximar os polipeptidios da bicamada decorre da escolha do raio de corte, cutoff, para
calculo de interagdes eletrostaticas utilizado nas simulagdes. Se os peptidios fossem colocados
muito distantes da membrana, haveria pouca interagdo com a essa ultima e s6 em simulagdes
muito longas seria possivel verificar a natureza das interagdes entre os componentes do
sistema. Logo, como justificado no proximo tépico, as polimixinas foram posicionadas em no
maximo 1,4 nm de distancia da membrana, de modo a maximizar as interagdes entre elas e

mais rapidamente observar os fendmenos delas decorrentes.

Figura 8. Exemplo da configuragdo inicial das simula¢des entre polipeptidio e membranas bacterianas. Em a)
pode ser observada a visdo frontal do sistema, enquanto que em b) a visao superior ¢ demonstrada. Em vermelho
e amarelo estdo representados, respectivamente, os oxigé€nios ¢ fosforo do grupamento fosfato dos lipideos, ao
passo que em cinza estdo as cadeias alquilicas. Em verde sdo destacadas as moléculas de polimixina em contato
com a membrana.

2.2.4 Parametros utilizados nas simulacées de dinimica molecular

O modelo de agua utilizado nas simulagdes foi o SPC (GATTLI, DAURA ¢ VAN
GUNSTEREN, 2002). O algoritmo utilizado nas etapas de minimizacao de energia foi o ja
relatado Steepest Descent. O algoritmo foi empregado até que a maior forca encontrada sobre
as particulas do sistema tenha menor que 10 kJmol'nm™ . O raio de corte utilizado para

otimizar o calculo das interagdes eletrostaticas e de van der Waals foi de 1,4 nm. Nas
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simulagdes, as quais fizeram uso do campo de reacdo (Reaction Field) como tratamento
eletrostatico de longa distancia, foi utilizado um valor de 66,6 para a constante dielétrica do
campo de reagdo seguindo a descri¢ao do trabalho de Glattli, Daura e van Gunsteren (2002).

O algoritmo de restricado LINCS foi utilizado a fim de manter o comprimento das
ligagdes dos solutos e da geometria das moléculas de dgua constantes (HESS et al., 1997).
Com a aplicagdo dessa metodologia, foi possivel utilizar um passo temporal para as dinamicas
de 2 fs.

Nas simulagdes que nao fizeram uso da metodologia de arrefecimento simulado
(Simulated Annealing, SA) a temperatura foi mantida, através do algoritmo V-rescale, nas
proximidades de 300 K, utilizando uma constante de acoplamento de 0,4 ps (BUSSI,
DONADIO e PARRINELLO, 2007). O acoplamento foi realizado separadamente para
diferentes grupos. Nas simulagdes das polimixinas em agua, os grupos foram representados
pelo polipeptidio e pelo solvente com adigdo dos ions. Nas simula¢des com a presenga da
membrana, o primeiro grupo foi definido pela membrana lipidica e as moléculas de
polimixina e o segundo grupo pelo solvente com adi¢do dos ions. A pressao do sistema foi
mantida constante, através da utilizagdo do barostato de Berendsen, no valor de 1 bar, com
uma constante de acoplamento de 1 ps (BERENDSEN et al., 1984). A pressao foi corrigida
separadamente para os mesmos grupos definidos no banho térmico. O acoplamento de
pressdo para as simulagdes das polimixinas em solugdo aquosa foi isotropico, enquanto que
nos sistemas contendo as membranas esse acoplamento foi semi-isotropico, ou seja, o
acoplamento no eixo “z” se desenvolveu de forma independente do acoplamento nos outros

eixos. A compressibilidade isotérmica foi definida como 4,5 x 1075 bar™?!

, para ambos os
casos isotropico e semi-isotropico, correspondendo ao valor proprio para o solvente escolhido
na temperatura da simulagdo em questao.

Nas simulagdes que fizeram uso da metodologia de arrefecimento simulado (SA), foi
utilizado um ciclo periddico de aquecimento e resfriamento com um tempo total de cerca de
500 ps, levando 50 ps para aquecer e resfriar e 200 ps de amostragem em cada temperatura.
As temperaturas utilizadas nesse ciclo foram 300 K e 600 K. Nao houve uma razao especifica
para a escolha do limite superior de temperatura, pois os resultados dessas dinamicas apenas
levaram em consideracdo os segmentos simulados a 300 K, de modo que o intervalo de
simulacdo a 600 K apenas serviu para intercambiar conformagdes antes ndo acessiveis

termicamente. No Apéndice 4 podem ser encontrados os arquivos de entrada de cada

simulagdo, bem como os valores do seus custos computacionais.
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2.3 ANALISES

As analises realizadas nesse trabalho focam na estrutura e estabilidade do sistema em
estudo. Para tal, sdo utilizados dois pacotes de programas que tornam essa avaliagao possivel.

O primeiro e mais conhecido ¢ 0 GROMACS versdo 4.6.5, que além de conter os
parametros utilizados na modelagem do sistema, fornece uma gama de diferentes rotinas
computacionais capazes de avaliar diversas propriedades de interesse. Nesse trabalho, esse
pacote sera utilizado para avaliar propriedades como a difusdo dos ions presentes no sistema,
acoplamento vicinal do tipo 1-4 (J %) entre prétons presentes na cadeia principal dos peptidios
antimicrobianos e a interrelacdo entre os valores dos angulos phi (¢p) e psi (v) também
presentes na cadeia principal do peptidio na forma do conhecido grafico de Ramachandran
(HOVMOLLER, ZHOU e OHLSON, 2002). Em todas as andlises realizadas através desse
pacote de programas foram utilizadas as configuragdes padrdo sugeridas pelos
desenvolvedores.

O segundo programa ¢ um desenvolvimento proprio fazendo parte de um projeto de
implementagao de rotinas computacionais que avaliam propriedades estruturais de superficies
com formatos generalizados. Com esse programa serdo avaliadas a area por cabega das
membranas em cada sistema simulado, o perfil de densidade parcial para cada grupo de
moléculas compondo os sistemas, a espessura de cada bicamada e o grau de ordem de
curvatura, expresso através de uma modificacdo do polindmio de Legendre de segundo tipo,

como sera visto em seguida.

2.3.1 Area por cabeca

A andlise de area por cabeca realizada no trabalho ¢ obtida através de um protocolo
especial capaz de inserir caracteristicas morfologicas, como por exemplo, a curvatura da
superficie, na propriedade mensurada. Através desse refinamento, podem ser verificadas de
forma mais precisa quais as modificagdes morfoldgicas apresentadas nos sistemas de
bicamadas lipidicas quando em contato com os antimicrobianos cationicos.

Essa grandeza ¢ uma medida simples de quanto espaco bidimensional um lipideo
ocupa como parte de uma bicamada ou monocamada, e sendo, portanto, uma oOtima
propriedade para descrever o empacotamento dos lipideos pertencentes a esses sistemas.
Além dessa consideragdo, ¢ importante ressaltar que uma simples avaliagao dessa propriedade

¢ capaz de informar se o sistema em estudo convergiu, ou ndo, estruturalmente para uma
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conformacdo estavel, de modo que ndo possam ser verificadas variagdes significativas do seu
valor e ¢ um indicativo de qual fase estrutural a membrana se encontra. Essa grandeza é,
também, um 6timo ponto de referéncia para comparagdes com dados experimentais, uma vez
que esses valores podem ser medidos e encontrados em revistas especializadas. O calculo de

area por cabeca ¢ dado pela Equagdo 48.

Ape = — (48)

Em que A4, ¢ a 4rea medida pelo algoritmo que leva em consideragdo a curvatura da

membrana e n; ¢ o nimero de lipideos em cada lamela da bicamada.

2.3.2 Densidade

O perfil de densidade parcial dos componentes do sistema ¢ uma descri¢do espacial de
como eles se encontram distribuidos ao longo de um eixo de orientagdo escolhido. Através
desse método ¢ possivel descrever parcialmente a composi¢ao dos sistemas em estudo em
relacdo a esse eixo de referéncia. De modo usual, em sistemas compostos por bicamadas, o
eixo normal da membrana ¢ escolhido como orientacdo de referéncia. Essa escolha ¢
conveniente uma vez que ela interfere diretamente no formato do grafico de densidade do
sistema. Um exemplo bem tipico e que pode explicar a escolha desse eixo € que para
bicamadas simétricas, ou seja, com o mesmo tipo de lipideo em cada lamela, onde o sistema
tenha convergido estruturalmente, o grafico de densidade que toma como referéncia o eixo
normal da membrana apresenta simetria em rela¢do ao centro da bicamada.

Existem diversos tipo de grafico de densidade parcial, cada um deles voltado a analise
de uma distribui¢do espacial observada no sistema. Por exemplo, o grafico que leva em conta
o numero de 4&tomos de cada componente do sistema pode informar qual a percentagem desse
componente em qualquer posi¢cao do espago em relacdo a orientagdo referencial, enquanto que
o perfil de densidade eletronica do sistema pode ser utilizado para avaliar regides com maior
ou menor numero de elétrons por unidade de volume, ou melhor, densidade espacial da
nuvem eletronica das moléculas. Essa ultima, entretanto, € apenas uma aproximagao visto que
ndo utiliza calculos quanticos, mas sim contabiliza o nimero de elétrons de cada atomo pelo

seu numero atdmico. Contudo, pode ser diretamente comparada com resultados derivados de
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experimentos com difragdo e também serve como bom parametro para avaliagdo do modelo

desenvolvido para o estudo (SNYDER, KIM e MCINTOSH, 1999).
2.3.3 Espessura da bicamada

A espessura da bicamada ¢ uma medida simples e reflete o tamanho das cadeias
lipidicas presentes na membrana além de poder também refletir a fase estrutural em que essa
bicamada se encontra. Ha diversos estudos experimentais que descrevem medidas para a
espessura das bicamadas avaliadas nesse trabalho, entretanto, alguns apresentam diferentes
definicdes acerca de quais os limites fisicos da membrana que devem ser levados em
consideragdao na definicdo da sua espessura, em outras palavras, de que ponto até que ponto
das membranas estd a regido a ser mensurada nessa avaliagdo (KUCERKA, KISELEV e
BALGAVY, 2004; FETTIPLACE, ANDREWS ¢ HAYDON, 1971). Para facilitar o trabalho
desenvolvido, foi definido como a espessura da membrana a distancia entre os grupamentos
fosfatos de cada lamela pertencente a bicamada, de modo que possa haver uma analise

comparativa entre os diferentes quimiotipos estudados, uma vez que todos apresentam esse

grupo.
2.3.4 Curvatura

A curvatura da membrana ¢ a tUnica propriedade que ndo pode ser medida
experimentalmente, mas uma vez que o modelo tenha sido validado pelas outras propriedades
ja descritas, ela se torna incrivelmente util em mostrar e localizar modifica¢des estruturais nas
bicamadas que interferem diretamente na sua organizacao estrutural.

Essa grandeza ¢ calculada como o angulo de desvio entre o vetor normal a superficie
da membrana e o vetor normal ao sistema, que por definicdo ¢ o eixo z, uma vez que a
membrana esteja distribuida ao longo do plano xy (Figura 9).

Com a distribuicao dos angulos de desvio para toda a extensdo da membrana pode-se
entdo calcular o parametro de ordem de curvatura que ¢ definido pela Equagao 49, derivada
da expressdao do polindmio de Legendre de segundo tipo, com o cosseno do angulo medido

ocupando o lugar da variavel na expressao original (BOAS, 2006).

P(6) = %(3c052(0) -1 (49)
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Figura 9. Esquema mostrando como ¢ calculado o dngulo de desvio utilizado na quantificagdo do pardmetro de
ordem de curvatura. A) exemplo de sistema ndo apresentando curvatura, onde o eixo normal a membrana
coincide com o eixo normal do sistema. B) exemplo de sistema com curvatura leve onde pode ser verificada o
angulo de desvio da normal do sistema utilizado no calculo do parametro de ordem de curvatura. Fonte:
BRAUN et al., 2011.

Em que 6 ¢ o angulo de desvio calculado e P ¢ o parametro de ordem de curvatura.
Neste tipo de medida, o pardmetro de curvatura assume um valor de 1 quando a superficie
local da membrana é normal ao eixo z do sistema, isto &, 6 = 0°, e admite um valor de -0,5
quando a superficie local ¢ paralela ao eixo z, ocasido em que 0 = 90°. Nos resultados que
serdo apresentados, ha uma distribuicao bidimensional desse pardmetro de modo a possibilitar
a localizagdo de modificacdes estruturais da membrana e um histograma que pode ser
utilizado para comparar o quanto cada sistema de bicamada se aproxima de um padrao planar,

referente a fase gel ou lamelar.

2.3.5 Diagrama de Ramachandran

Em 1968, Ramachandran e Sasisekharan propuseram uma metodologia capaz de
relacionar a conformacdo estrutural de proteinas e polipeptidios aos valores dos angulos
torcionais das suas cadeias principais, os angulos @ e . Esses angulos sdao definidos,
respectivamente, entre os atomos H-N-Ca-R e O-C-Ca-R das ligagdes peptidicas, sendo R o
substituinte da cadeia lateral.

Como verificado pelos pesquisadores, ha uma relagdo entre os valores desses angulos
que pode ser utilizada para descrever a estrutura de uma proteina ou polipeptidio. O gréafico de
Ramachandran ¢ gerado através da plotagem dos valores dos angulos Y X ¢ para cada
aminoacido compondo a proteina ou polipeptidio. Como pode ser verificado pelo trabalho de

Hovmoller, Zhou e Ohlson (2002), as regides desse grafico formadas pela jun¢do dos pontos
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definidos pelos angulos torcionais de cada aminoacido constituindo a proteina ou polipeptidio
podem definir qual a estrutura tridimensional essa molécula apresenta, ou seja, qual a
estrutura terciaria dessas moléculas. Através de uma técnica de suavizagao eles mostraram de
forma mais clara quais valores dos angulos descrevem cada estrutura. Para uma estrutura em
conformagdo de hélice alfa os valores de 1 vao de -100° a 45° enquanto que os valores de ¢
ficam entre -180° a 0°. Para a conformacdo de uma folha beta sdo encontrados para 1 os
valores entre 45 a 225° enquanto que os valores de ¢ ficam entre -180° a 45°. Uma regido
também verificada em alguns aminodcidos classificada como volta beta (do inglés — beta
turn) ¢ encontrada entre os valores de -90° a 90° para o angulo 1 e 0° a 180° para o angulo ¢.

Uma vez com essas relagdes ¢ possivel extrair informagdes relevantes acerca da
conformacdo das polimixinas, como serd visto mais adiante na se¢do dos resultados.

Para realizar a analise de Ramachandran foi utilizada a rotina computacional g rama
que faz parte do pacote GROMACS versao 4.6.5 utilizado no trabalho. Essa rotina avalia em
cada passo de simulacdao qual o valor dos angulos torcionais ¢ e 1 e plota num unico grafico

os pontos correspondentes a toda a simulacdo. Tais resultados serdo vistos mais adiante.

2.3.6 Acoplamento vicinal e a equacio de Karplus

Uma analise complementar a anterior ¢ a avaliacao da constante de acoplamento entre
os protons pertencentes a cadeia principal do polipeptidio, ou seja, entre o hidrogénio ligado
ao nitrogénio da ligagdo peptidica e o hidrogénio ligado ao carbono alfa de cada aminoécido.
O valor do acoplamento esta intimamente ligado a conformagdo estrutural de qualquer
aminoacido e dessa forma pode, em conjunto com o grafico de Ramachandran, auxiliar a
extrair informagdes estruturais importantes da s simulagdes.

Essa informagdo, que a principio s6 poderia ser extraida de experimentos de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), ¢ facilmente extraida das simulagdes através da

utilizacao da Equacao de Karplus , Equagao 50 (KARPLUS, 1963).

3] = Aco 2?6 + Bcos6 + C (50)

Em que o angulo 8 ¢ o angulo formado entre os 4&tomos Hx-N-Ca-Ha. As constantes

da equacao sao definidas empiricamente de modo a melhor ajustar os resultados
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experimentais de RMN. Os valores utilizados no trabalho foram A = 6.51, B=-1.76, C=1.6
Hz, como descrito por van Gunsteren et al. (1996).
Os dados de acoplamento vicinal podem ser extraidos da simulagdo através da

utilizacdo da rotina g_chi, pertencente ao GROMACS.

2.3.7 Difusao dos ions

A difusdo dos ions dentro do sistema ¢ uma propriedade importante, pois esta
relacionada diretamente com as leis de transporte de massa as quais todo sistema deve
obedecer. Nas simula¢des de Dindmica Molecular, a difusividade dos ions, ou de qualquer
molécula dentro do sistema pode ser calculada através da relacdo de Einstein para o
movimento Browniano, apresentada abaixo (SALINAS, 2005; VAN DER SPOEL et al.,
2010).

< T(t)? > = 2D,t (51)

Em que o primeiro termo da equacdo representa o desvio médio quadratico da posi¢do
das particulas compondo o sistema ao longo do tempo de simulagdo e a constante D, ¢ a
constante de difusdo da particula sendo considerada, em relagao ao sistema em que ela se
encontra. Essa propriedade pode ser extraida das simulacdes através da utilizacdo do
algoritmo computacional implementado no g msd, também presente no GROMACS. E
importante destacar que na sua configuracdo padrdo, utilizada nesse trabalho, 10% da
trajetoria, no inicio € no fim da simulacdo, ndo ¢ contabilizada, de modo a melhorar o ajuste
da curva de desvio médio quadratico da posi¢do das particulas ao longo do tempo. Dessa
forma, as curvas apresentadas no Apéndice 5, relativo a se¢do de resultados, tém apenas o
intervalo entre 10 ns e 90 ns sendo efetivamente utilizado para realizar o ajuste linear e

avaliacao do coeficiente de difusdao dos ions.
2.3.6 Funcao de autocorrelaciao
A funcdo de autocorrelagdo ¢ uma ferramenta matematica que determina quanto peso

estatistico certo evento dentro do espago amostral imprime no evento subsequente, em outras

palavras, qual a correlagdo entre dois eventos subsequentes ou o quanto um condiciona outro.
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Em dindmica molecular ¢ muito importante avaliar a fun¢do de autocorrelagdo das
estruturas sendo modeladas de modo a verificar se a amostragem dos seus espagos de fase
esta sendo satisfatoria. Essa variavel esta limitada aos valores entre 1 e -1, sendo o valor 1 o
que implica em uma correlacdo perfeita entre os eventos e -1 uma anti-correlagao perfeita. O
valor nulo indica nenhuma correlagdo entre os eventos, e ¢ o que se deseja em uma simulagao
computacional (VAN DER SPOEL et al., 2010).

A fungdo de autocorrelacao para qualquer propriedade f(t) que se queira avaliar ¢ dada
pela Equacdo 52. Através de uma adaptacdo, em Dinamica Molecular, a fun¢do de

autocorrelacdo ¢ medida através da seguinte expressao, Equacdo 53.

EI(F(®) = (Ft + k) — ]

o2

Cr(k) = (52)

N—1-j
1
6D = 5= Z FUADF(( + ))At) (53)

i=0

Onde E ¢ o valor esperado das fungdes definidas na Equagdo 52, u ¢ a média da
propriedade sendo medida, o € o seu desvio padrdao em torno da média. Na Equagao 53, N ¢ o
numero de eventos amostrados e At € o espago temporal entre esses eventos.

A fim de calcular a funcao de autocorrelacdo para as propriedades do sistema sendo

estudado, foi utilizada a rotina computacional g_analyze do GROMACS.

2.3.7 Funciao Distribuicao Radial de Pares (RDF)

A fungdo de distribui¢do radial de pares, ou como ¢ conhecida, g(r), ¢ uma medida de
correlagdo das particulas, assim como explica Madeira e Vitiello (2012). E uma ferramenta
importante que pode fornecer informagdes acerca do ordenamento das particulas presentes no
sistema simulado. De outra forma, ela pode fornecer informacdes de como e quao ordenadas
as particulas B existentes em um sistema, estdo no em torno de uma particula A. E uma
informacao util para observar as camadas de solvatagdo de ions em solucdo e,
consequentemente, para calcular o seu numero de coordenacdo. Na Equacdo 54 estd

representada uma das formas de se calcular essa propriedade.
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< p(r) >
r)= ————— 54
9as () < Procal > (54)

Em que p(r) ¢ a densidade calculada de particulas B a uma distancia » da particula A
em consideracdo € p;ocq; € a densidade local, nesse mesmo valor de » para um sistema
composto por particulas que ndo interagem, ou seja, para um sistema composto por gases
ideais. Essa razdo fornece qual a magnitude e a forma da interagdo realizada as particulas A e
B. Se houver uma interacdo de atragdo, entdo a densidade calculada serd maior que a dos
gases ideais e o valor de g(r) ¢ maior que a unidade. Entretanto, para interagdes repulsivas, a
densidade calculada serd menor que a dos gases ideais e a g(r) serd menor que a unidade.
Portanto, o formato dessa funcdo e a intensidade dos picos nela existentes podem trazer
informagdes importantes acerca das interacdes existentes entre as particulas do sistema.

Em Dinamica Molecular essa propriedade ¢ calculada através da Equagao 55.

N4 Np

__t 1 5(llr5l =)
gAB(r) B < Plocal >N_A z Z 4mr? (55)

iENA jENB

Em que N, e Np sdo, respectivamente, o numero de particulas tipo A e tipo B no
sistema, ¢ a funcao dentro do somatorio ¢ a funcao delta de Dirac que ¢ responsavel por
calcular o namero de particulas B em uma posigdo 7;; em relagdo as particulas A.

A fungdo de distribuigdo radial de pares pode ser calculada através de uma rotina

computacional presente no GROMACS, o g_rdf.
2.3.8 Analise de clusters

Essa ¢ uma andlise muito utilizada em mineracdo de dados como técnica de
classificagdo e identificagdo ndo supervisionadas. Seu objetivo ¢ através da utilizacdo de
variaveis de similaridade, particionar um grupo de dados em diferentes aglomerados de modo
que estes se apresentem tdo homogéneos quanto possivel, mas heterogéneos entre si.

De acordo com Milligan e Cooper (1987), existem centenas de diferentes
metodologias de agrupamento ndo supervisionado, podendo elas, contudo, ser divididas em
quatro grandes grupos. As técnicas de agrupamento hierdrquico, por particionamento, por

ordenacao e por sobreposi¢ao.
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A técnica utilizada neste trabalho se pode ser classificada como uma técnica de
agrupamento por particionamento, onde o conjunto de dados em estudo sera dividido segundo
condigdes impostas previamente gerando um nimero ndo fixado de clusters, que serd a base
dos estudos sobre a variabilidade conformacional das moléculas de polimixina.

A condicao utilizada para a formagdo dos agrupamentos foi baseada na raiz do
deslocamento médio quadratico das estruturas (RMSD). Em uma colecdo de estruturas de
polimixina, foram calculados os valores de RMSD para cada possivel par dentro desse
conjunto. Em seguida, para cada estrutura foram atribuidos vizinhos cujo valor de RMSD
relativo a essa estrutura estivesse dentro de 1 A. A estrutura com maior numero de vizinhos
foi separada em um cluster, que ¢ retirado da colecdo juntamente com seus vizinhos. O
processo continua até que cada estrutura tenha sido atribuida a um unico cluster (DAURA et
al., 1999).

A analise de clusters pode ser calculada através de uma rotina computacional presente

no GROMACS, o g_cluster.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DESENVOLVIMENTO ESTRUTURAL DA POLIMIXNA B

3.1.1 Validacio dos parametros atomicos

Seguindo a descrigdo dada na se¢ao metodologica, serdo apresentados os resultados
das simulagdes da polimixina B levando-se em consideragdo os diferentes parametros de
campo de forca (GROMOS 53A6 / 54A7), os diferentes tratamentos eletrostaticos de longa
distancia (PME / Campo de Reacdo) e as diferentes técnicas de amostragem da dindmica
conformacional do sistema (Dindmica molecular Classica / Simulated Annealing). Estes
protocolos foram comparados e validados em funcdo da representacdo do ensemble
conformacional da polimixinas B em solu¢do por espectroscopia de RMN e por simulagdes de
DM. Portanto, os valores experimentais para o acoplamento vicinal proton-préton (3Jun,He) na
cadeia principal do polipeptidio foram comparados com os valores calculados a partir do
ensemble estrutural gerado por simulagdes de DM (PRITOVSEK e KIDRIC, 1999).

Através desse tipo de andlise ¢ possivel verificar quais conjuntos de parametros de
campo de forca e TELD melhor habilitam o modelo computacional a reproduzir dados
experimentais. Uma vez que os dados de acoplamento vicinal dependem diretamente da
conformacgdo espacial da molécula, ¢ possivel inferir que a estrutura modelada e simulada
estara tdo proxima da estrutura real quao mais proximos estiverem os valores de acoplamento
calculados dos experimentais. Assim, pelos resultados apresentados, ¢ possivel verificar que o
conjunto de parametros GROMOS54A7 combinados com a utilizagdo do método de campo
de reacgdo (Reaction Field) como TELD permitem uma melhor reprodu¢do dos valores 3Jun He
experimentais como assinalado pelos valores de desvio médio quadratico do erro (RMSD)
entre os resultados computacionais e experimentais.

Com essa combinacdo de parametros e tratamentos compondo a melhor configuracdo
para as simulagdes computacionais foi entdo possivel realizar a avaliagdo estrutural para as
outras variantes de polimixina. Os dados de acoplamento vicinal para cada uma das variantes
podem ser verificados na Tabela 7 juntamente com os dados experimentais disponiveis para

as variantes B1 e E1 (Pritovsek e Kidric, 1999).
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Tabela 6. Comparagdo dos valores de acoplamentos vicinais 3JHN,ch obtidos por espectroscopia de RMN e
calculados para o conjunto de conformagdes amostrados com diferentes protocolos de simulagao.

Residuos  Sequéncia* Exp. Calc.’ JHN,Ho
3Jexp 53a6/PME  54a7/PME  53a6/RF 54a7/RF

DAB 1 7.0 7.76£1.99 6.46+1.95 8.10£1.94 6.46+2.02
THR 2 7.0 739+£229 643+2.03 7.62+230 6.66+1.98
DAB 3 7.5 796+1.92 693+1.86 7.81+£2.05 5.84+2.00
DAB 4 6.9 7.87+2.18 7.06+1.96 8.11+198 6.14+1.68
DAB 5 7.0 7.68£2.01 797+1.69 7.52+2.16 7.79+1.94
DPHE 6 52 8.07+2.22 481+1.76 7.06+2.27 5.63+2.59
LEU 7 8.2 724+211 596+1.62 826+1.77 7.17+2.01
DAB 8 5.9 526+2.02 738+1.93 833+£2.00 6.39+2.19
DAB 9 7.4 698+242 6.09+0.64 529+1.83 5.78+2.16
THR 10 7.2 846+1.69 556+1.37 6.88+2.18 597+0.84
RMSD 1.17 1.17 1.32 1.06

(*A sequéncia dos aminoacidos pertencente a cadeia polipeptidica ¢ definida na Figura 2 e Tabela 1.)

Embora esses resultados se mostrem satisfatorios, os mesmos devem ser também
avaliados a partir de outras perspectivas. Em todo desenvolvimento de simulacdes
computacionais varias propriedades devem ser avaliadas de modo a se entender mais do que
um Unico grafico pode informar sobre o sistema sendo modelado. Para esse sistema, por
exemplo, a avaliagdo de quao representativos se mostraram os valores de acoplamento vicinal
em relacdo aos dados experimentais nao nos informa sobre o tempo de simulagao necessario o
sistema atingir convergéncia conformacional, qual o intervalo de tempo ou nimero de passos
de integracdo foram necessarios para que a estrutura perdesse correlagdo com a estrutura
inicial, qual foi o espago de conformagdes assumidas pelo polipeptidio. Em resumo, muitas
analises sao necessarias para discutir a validade do modelo quanto a sua capacidade de
reproduzir dados experimentais. Portanto, seguem aqui alguns dos pontos a serem avaliados

para verificagdo desse modelo computacional.
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Tabela 7. Comparagdo dos valores de acoplamentos vicinais 3JHN,ch obtidos por espectroscopia
de RMN e calculados para o conjunto de conformagdes amostrados com o protocolo

(GROMOS54A7/Campo de Reagdo) trés variantes de Polimixina

Residuos Sequéncia®* PmxB PmxE PmxM

Jop  Jate  Jeop  Jaale eale
DAB 1 70 646+2.02 7.5 589+1.77 6.40=+1.57
THR 2 7.0 6.66+198 73 844+1.74 6.71+£1.90
DAB 3 7.5 5.84+200 7.1 834+1.78 6.54+2.29
DAB 4 69 6.14+1.68 6.5 7.04+1.51 6.22+1.50
DAB 5 70 7.79+194 78 7.56+2.07 6.83+1.79
R-6 6 52 5.63+259 56 396+1.25 3.56=+1.44
R-7 7 82 7.17+£201 82 6.86+1.78 6.12+1.89
DAB 8 59 639+£2.19 73 626+1.63 5.56+1.66
DAB 7.4 5.78+2.16 82 534+1.37 6.62+1.78
THR 10 72 597+0.84 74 587+0.67 551+1.24

RMSD 1.06 1.48

(*A sequéncia dos aminoacidos pertencente a cadeia polipeptidica ¢ definida na Figura 2 e
Tabela 1.)

Como primeira analise complementar a analise dos acoplamentos vicinais, foi
realizada a avalia¢dao da fun¢do de autocorrelagdo da estrutura do peptidio para verificar quao
rapido este perde a memoria conformacional com relagdo a conformacgao inicial. Portanto,
essa analise mostra o tempo ao longo da simulagdo no qual as conformacdes da molécula
tornam-se independentes umas das outras. Essa propriedade ¢ importante pois pode informar
se a metodologia de amostragem esta sendo satisfatoria, de modo a explorar diferentes regioes
da superficie de energia potencial do sistema. Se o tempo necessario para que a correlagao
entre as conformagdes amostradas seja perdido ¢ demasiado longo, entdo esse ¢ um indicio de
que a simulagdo estd amostrando um espago conformacional restrito, de modo que mudancas
conformacionais observadas sao muito proximas e nao refletem, portanto, todas as
conformagdes compondo a SEP do sistema. Essa caracteristica também pode ser verificada no
caso onde as conformagdes amostradas fazem parte de um minimo de energia cuja barreira

ndo ¢ transponivel na temperatura em que a simulagao esta sendo realizada.
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E possivel verificar que dentre as simulagdes da polimixina B aquela que obteve os
melhores resultados de acoplamento vicinal em relacdo aos dados experimentais também
apresenta um tempo de correlagdao longo, aproximadamente 30 ns, para que as conformagdes
compondo uma parti¢cao do espaco amostral da SEP se tornem totalmente independentes umas
das outras (Figura 10). Portanto, ¢ imprescindivel utilizar-se uma técnica de amostragem
melhorada para a simulag¢do desse sistema, de modo a diminuir esse tempo e garantir uma
estatistica mais completa sobre as possiveis conformagdes das moléculas de polimixina e

melhor avaliar a capacidade do modelo em reproduzir dados experimentais.
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Figura 10. Funcdo de autocorrelacdo para a cadeia do anel da Polimixina B quando utilizando os
pardmetros GROMOS54A7 e Campo de Reacdo. Em preto encontra-se a curva para a simulacdo a 300
K, enquanto que em vermelho encontra-se a curva para o mesmo sistema utilizando o método do
Arrefecimento Simulado (Simulated Annealing).

A metodologia escolhida para melhor avaliar as possiveis conformagdes do
antimicrobiano foi a do arrefecimento simulado, ou Simulated Annealing (SA) descrito na
subseccao 2.1.10. Neste método o sistema ¢ aquecido por um periodo determinado de tempo
durante a simulag@o até uma temperatura suficiente para que a molécula transponha a barreira
de energia necessaria para amostrar conformac¢des em minimos de energia distintos, € em
seguida ¢ resfriado até a temperatura inicial de onde a simulagdo prossegue com essas novas

conformagdes (BERNARDI, MELO e SHULTEN, 2015).
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A andlise da funcdo de autocorrelagdo para as conformagdes amostradas pelo método
do arrefecimento simulado mostra um decréscimo significativo no tempo necessario para que
as conformagdes percam correlagdo entre si. Portanto, esse ensemble de conformagdes
fornece melhores estimativas para a analise conformacional do polipeptidio, ¢ melhor
reproduz os dados experimentais (Figura 10). Utilizando agora as conformacdes obtidas
através do método de amostragem melhorada para o célculo das constantes de acoplamento
vicinais 3JHN,H0L via a equagdo de Karplus (Equagdo 50), pode-se chegar aos resultados

descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Comparagio dos valores de acoplamentos vicinais 3JHN,Ha obtidos por espectroscopia
de RMN e calculados para o conjunto de conformagdes amostrados com o protocolo
(GROMOS54A7/campo de Reagdo/DM-SA) para trés variantes da polimixina

Residues Sequéncia* PmxB PmxE PmxM
Tep eal Jop  Jeale eale

DAB 1 70 639+2.03 75 634+£195 642+1.97
THR 2 70 7.14+2.09 73 698+2.05 693+2.11
DAB 3 7.5 679+2.12 7.1 643+£2.12 6.61+2.16
DAB 4 69 654+1.72 65 656+1.75 6.70+1.79
DAB 5 70 741+193 7.8 7.23+1.88 732+191
R-6 6 52 5.07+235 56 497+£232 5.06+2.29
R-7 7 82 6.01+196 82 6.14+2.02 6.14+2.05
DAB 8 59 624+2.04 73 633+£2.05 6.66+2.14
DAB 9 74 729+1.76 82 747+173 7.17+1.74
THR 10 72 606+194 74 591+183 583+1.84
RMSD 0.8621 1.0276

(*A sequéncia dos aminoacidos pertencente a cadeia polipeptidica ¢ definida na Figura 2 e
Tabela 1)

E importante notar que houve uma melhor reproducio dos resultados experimentais
pelas simulagdes obtidas por amostragem melhorada (cerca de 23% para polimixina B e 44%
para polimixina E) quando comparados com os resultados prévios, indicando primeiramente
que a metodologia de amostragem utilizada foi eficiente em visitar regides antes ndo

acessiveis e necessarias para validagdo do modelo. Em segundo lugar, os resultados
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apresentados na Tabela 7 s30 menos acurados por oferecerem uma amostragem deficiente do
espago conformacional da molécula, e ndo traduzindo corretamente o desempenho do modelo
em reproduzir os dados experimentais.

Como uma segunda analise complementar aos dados de acoplamento vicinal descritos,
foi realizada uma avalia¢do das conformagdes acessiveis as variantes de polimixina durante as
simulagdes. Isto pode ser obtido através da construcdo de diagramas de Ramachandran para
cada variante de polimixinas como descritos na subsec¢ao 2.3.5 (Figura 11). Tais diagramas
permitem verificar dentro da metodologia de amostragem utilizada, quais as combinagdes dos
angulos diédricos ¢ (N-Ca) e ¢ (Ca-C) definindo as conformagdes adotadas pela cadeia
principal do polipeptidio, e por conseguinte, quais conformagdes foram visitadas durante as
simulagdes. Com essa informagdo ¢ possivel comparar diretamente os ensembles

conformacionais obtidos por espectroscopia de RMN e por simulagdes de DM.
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Figura 11. Diagrama de Ramachandran para variantes de polimixinas: polimixina B (preto, polimixina E
(vermelho) e polimixina M (verde). Na linha superior sdo mostrados os resultados para as simulagdes com DM e

na linha inferior com DM/SA. Os pontos amarelos e purpireos correspondem aos valores de 3JHN,Ha obtidos
experimentalmente por espectroscopia de RMN (PRITOVSEK e KIDRIC, 1999).

Varias conclusdes podem ser obtidas a partir dos diagramas de Ramachandran
calculados para as variantes da polimixinas (Figura 11). A primeira e mais importante delas ¢

que o modelo desenvolvido e testado através do uso de varios protocolos de simulagdo
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considerando diferentes pardmetros de campo de forca e tratamentos eletrostaticos de longo
alcance representa efetivamente o ensemble conformacional em solu¢do determinado
experimentalmente. A convergéncia entre o ensemble conformacional amostrado
experimentalmente e computacionalmente pode ser verificado em cada grafico através de toda
a regido demarcada. Uma parte mais significativa dessas regides também pode ser verificadas
nos estudos de Pritovsek e Kidric (1999) onde ¢ proposta uma familia de conformagdes
provaveis para a polimixinas B, com as duas mostradas no grafico acima dadas apenas como
as representantes que mais concordam com os valores experimentais de NOE por eles
verificados. E importante notar que embora os autores tenham obtidos algumas medidas de
NOE para a polimixina B, estes ndo foram suficientes e nem possuiam a intensidade
minimamente necessaria para a obtencdao de estruturas tridimensionais. Desta forma, duas
familias de conformeros preenchem as distancias inter-atdmicas derivadas das medidas de
NOEs (Figura 12), indicando o alto grau de flexibilidade deste peptidio ciclico. Em adigdo,
pode-se perceber que, assim como anteriormente, todos os pontos experimentais (Figura 12)

estao contidos nas regides amostradas no decorrer das simulagdes (Figura 11).
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Figura 12. Gréafico de Ramachandran para as 10 melhores estruturas da familia
representada pelas duas conformagdes descritas na Tabela 2. Fonte: PRITOVSEK
e KIDRIC, 1999.

Uma outra conclusdo importante ¢ que ndo foi necessario a utilizagdo da metodologia

de amostragem melhorada (DM/SA) para que o ensemble conformacional experimental fosse
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representado em sua completude durante as simulagdes das variantes da polimixina. Contudo,
a amostragem melhorada foi necessaria para reproduzir de forma acurada os valores de
acoplamento vicinal. Essa conclusdo ¢ intuitiva se colocado no contexto explicitado na
subseccao 2.1.1, onde foram feitas consideracdes prévias acerca da metodologia de DM. De
forma objetiva, a média das configuragdes compondo o espago de estruturas amostradas
durante a dinadmica se aproxima dos resultados reais & medida em que a amostragem, num
tempo de simulagdo suficientemente longo, alcanca todas as conformagdes possiveis para o
sistema. Essa afirma¢do encontrada no trabalho de van der Spoel et al. (2010), ¢ justificada
pelo fato de que ndo importa o quio rapidas sejam as medidas experimentais, elas sempre
serdo resultados médios da distribuicdo da propriedade de interesse. Assim, ha mais regides
visitadas nos sistemas onde foi utilizada a amostragem melhorada do que nos sistemas
transcorridos sobre a dinamica convencional (Figura 11). Isso explica, portanto, a melhor
concordancia com os resultados de acoplamento vicinal para os sistemas que foram
periodicamente aquecidos e resfriados de modo a explorar a SEP do sistema.

A tultima conclusdo acerca dos graficos da Figura 11 ¢ acerca de quais regidoes foram
visitadas durante a simulacdo. Experimentalmente ¢ verificado a existéncia caracteristica de
uma volta {3 distorcida do tipo II entre os residuos 5 e 8 da cadeia principal, ou seja, entre os
dois 4cidos L-a,y-diaminobutirico nos limites da regido onde ocorrem as modificacdes
especificas de cada variante de polimixina, € uma volta y no residuo 10, a treonina (THR -
acido 2-amino-3-hidroxibutanoico). De acordo com Hovmoller, Zhou e Ohlson (2002) a
regido do diagrama de Ramachandran especifica para esse tipo de conformagdo situa-se ao
redor dos valores de 60° para ¢ e 1, com a caracteristica de um alongamento do tipo ¢ =
— 1. Essa regido ¢ seguramente amostrada dentro do espago de conformacdes acessadas
durante as simulagdes, como pode ser verificado em cada grafico da Figura 11, bem como no
grafico experimental da Figura 12, concordando mais uma vez com as conclusdes anteriores €
explicitando a eficiéncia do modelo desenvolvido.

Assim sendo, através de todas essas conclusdes ¢ possivel inferir que as estruturas
desenvolvidas, juntamente com os parametros escolhidos podem seguramente ser utilizados
para predizer o comportamento real desses antimicrobianos frente a diferentes ambientes, bem

como no estudo das interacdes dessas moléculas com membranas externas bacterianas.
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3.1.2 Analise da conformaciao mais representativa do ensemble conformacional

amostrado

Uma vez validados os parametros, ¢ desejavel identificar a conformagao predominante
para o ensemble de conformacdes amostrados para cada uma das variantes da classe de
polimixinas, nas quais estejam ineridas todas as propriedades relevantes descritas no topico
anterior para que, assim, possam ser utilizadas nos estudos acerca da interacdo entre esses
antimicrobianos e membranas externas de P. aeruginosa. Para obter-se tais estruturas ¢
conveniente realizar uma analise de agrupamento por similaridade conformacional ou cluster
de forma a identificar uma conformacao média que seja representativa das propriedades
estruturais da conformagdo predominante amostrada. A andlise de agrupamento por
similaridade conformacional mostra o numero de familias estruturais identificados e
separados considerando a raiz do desvio médio quadratico (RMSD) entre essas conformagoes
como 1 A (Figura 13). Tal valor é idéntico ao utilizado na anélise simplificada de Pritovsek e
Kidric (1999) para gerar a familia de estruturas que utilizada na modelagem estrutural

relatado neste trabalho.
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Figura 13. Descrigdo das familias estruturais agrupadas por similaridade conformacional (RMSD = 1 A)
identificadas para cada variante de polimixina na simulagdo com o protocolo GROMOS 54A7, campo de reagao

e amostragem DM/SA.
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Com o valor de RMSD utilizado foram diferenciadas 13 familias estruturais para a
polimixina B, 21 para a polimixina E e 20 para a polimixina M. Pode-se identificar em todas
trés simulagdes ao menos um agrupamento altamente populado, o qual participa
invariavelmente das principais transi¢des estruturais com os demais grupos de conformagdes
(Figuras 14-16). O numero de transi¢des indica um scaffold estrutural bastante flexivel,
consistente com o baixo numero de NOEs medidos experimentalmente. Observa-se também
que as conformagdes mais representativas de cada variante exibe ligacdes de hidrogénio entre
os residuos 5 e 8 da cadeia principal, configurando a estrutura secundaria de volta 8
distorcida do tipo II, consistente com o modelo estrutural derivado de medidas de
espectroscopia de RMN (PRITOVSEK E KIDRIC, 1999).

A dinamica conformacional das variantes da polimixina ¢ ligeiramente diferentes, com
as variagdes recaindo sobre transi¢des entre familias estruturais menos populadas (Figuras 14-
16). Esse fato ndo necessariamente indica que cada variante possui uma dinamica
conformacional diferente, mas que possivelmente a simula¢do ndo foi longa o suficiente para
que, por exemplo, as transi¢des apresentadas por uma delas pudessem também ser verificadas
nas outras. Além do mais, uma vez que essa andlise conformacional tenha sido realizada sobre
a dinamica utilizando o Arrefecimento Simulado, onde o sistema foi mantido efetivamente na
temperatura de andlise (300 K) por apenas 40% do tempo de simulacdo, os resultados ndo sao
conclusivos acerca da diferenciacao entre as variantes.

Entretanto, mesmo ndo sendo possivel diferenciar efetivamente a dindmica dos tipos
de polimixina simuladas, pode-se verificar a alta similaridade conformacional entre essas
variantes. Esta similaridade pode ser inferida através da comparagdo entre os i. diagramas de
Ramachandran para as polimixinas B, E ¢ M (Figura 11), ii. da andlise do nimero de
agrupamentos conformacionais (Figura 13), iii. do niimero de estruturas na familia mais
populada para cada variante, iv. da constatagdo de que em todas as simulagdes existem pelo
menos as mesmas transi¢des entre o primeiro, segundo e terceiro grupo de conformagdes mais
populadas, e v. da superposi¢ao da cadeia principal da estrutura mais representativa de cada

variante (Figura 17).



Para o cluster

1 2 3 4

7 8 @8

5 6
Do Cluster

o Numero de transicées gg

[

Figura 14. Transi¢cOes entre familias estruturais da polimixina B. Liga¢des de hidrogénio
demarcadas pelas linhas pontilhadas. A Matriz indica o nimero de transigdes entre os
agrupamentos, que ¢ também representada na espessura da seta de equilibrio entre as
estruturas.
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Figura 15. Transi¢des entre familias estruturais da polimixina E. Ligacdes de hidrogénio
demarcadas pelas linhas pontilhadas. A Matriz indica o nimero de transi¢des entre os agrupamentos,
que ¢ também representada na espessura da seta de equilibrio entre as estruturas.

87



Para o cluster
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Figura 16. Transi¢oes entre familias estruturais da polimixina M. Ligagdes de hidrogénio
demarcadas pelas linhas pontilhadas. A Matriz indica o nimero de transi¢des entre os

agrupamentos, que ¢ também representada na espessura da seta de equilibrio entre as
estruturas.

Figura 17. Superposi¢do da conformacdo predominante amostrada por
DM/SA para polimixina B, E ¢ M, em azul, vermelho e verde
respectivamente. Superposicdo feita a partir dos atomos N, Co, C, O da
cadeia principal de cada variante.
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E evidente que as polimixinas B, E ¢ M guardam uma significativa semelhanga
estrutural que ¢ utilizada nas simulacdes incluindo diferentes quimiotipos do LPS como uma
simplificacdo que possibilita a redugdo do trabalho necessario para o estudo sistematico das
interagdes entre esses antimicrobianos ¢ as membranas externas bacterianas. Assim, as
simula¢des envolvendo as bicamadas lipopolissacaridicas foram realizadas apenas para a
polimixina B visto que esta variante tem sido experimentalmente caracterizada de forma mais
extensiva, além dos resultados apresentados indicarem que essa variante pode, sem prejuizo
as conclusdes a serem extraidas, representar a conformacdo das demais variantes.
Adicionalmente, medidas experimentais de espectroscopia de RMN foram realizadas para a
polimixina B em solucdo e em agregados de lipideo A, um dos quimiotipos do LPS abordado
neste trabalho (PRITOVSEK E KIDRIC, 1999).

Para finalizar esse topico de andlise das polimixinas, encontra-se no Apéndice 3 o
motivo de todo esse trabalho. Uma estrutura extraida das simulagdes e representativa da
conformagdo experimental desse antimicrobiano em formato PDB. Essa estrutura ¢ a mais
populada da simulagdo da polimixina B utilizando os parametros do conjunto GROMOS
54A7 e o Reaction Field como tratamento eletrostatico de longa distancia e foi extraida da
analise descrita acima. Essa mesma conformacao pode ser utilizada para gerar a conformagao

das outras variantes, uma vez assinalada a semelhancga estruturais entre elas.

3.2 BICAMADA LIPOPOLISSACARIDICA

Antes de iniciar a discussdo dos resultados referentes as interagdes entre polimixinas e
membranas lipopolissacaridicas ¢ necessario avaliar a estabilidade do modelo atomistico
desenvolvido para o estudo conformacional das membranas lipopolissacaridicas da bactéria
Gram-negativa P. aeruginosa. Posteriormente, esses sistemas lipopolissacaridicos serdao
comparados com os sistemas equivalentes contendo multiplas copias da polimixina B. A
seguir serdo apresentadas andlises propriedades estruturais como area por lipideo, difusdo
espacial dos contra-ions da membrana, e perfil de densidade de cada componente dos sistemas

simulados e descritos na Tabela 4.

3.2.1 Area por lipideo e espessura da bicamada

A area por lipideo ¢ uma medida do grau de empacotamento dos lipideos constituindo

as membranas estudadas. Esta grandeza tem relacdo direta com as forgas de interagdo entre
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cada molécula, com a geometria do agregado lipidico, com o nimero de cadeias alquilicas em
cada lipideo e com o quimiotipos bacteriano no caso de membranas lipopolissacaridicas
(DIAS et al., 2014). Para um mesmo lipideo, essa propriedade estrutural pode ser modificada
pela manipulagao da temperatura e pelo tipo do contra-ion presente no sistema, assim como
descrevem os trabalhos de Nascimento ef al. (2014) e Pontes ef al. (2012). O grande beneficio
da utilizacdo desse parametro para avaliacdo dos sistemas consiste no fato de que essa
propriedade pode ser diretamente comparada com resultados experimentais e informar se o
modelo proposto para a bicamada condiz com o esperado a fim de que possa ser utilizado para
prever o comportamento da bicamada quando frente aos antimicrobianos (BRANDERBURG
etal., 1999; SNYDER, KIM e MCINTOSH, 1999).

O calculo dessa propriedade foi realizado para todos os sistemas simulados neste
trabalho (Figura 18, Tabela 4). Esta analise descreve os sistemas partindo de uma
configurac¢do inicial criada manualmente, entdo os primeiros nanossegundos de simulagdo
correspondem a fase de equilibracdo e, portanto, ndo foram considerados em nenhuma das
analises discutidas a seguir. Assim, observando os valores de area por lipideo para os ultimos

20 ns ¢ possivel extrair informagdes dos sistemas.

:“!E
=
=]
£
=
5 B i
o
S 14
R
1.3
12 | | | | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo [ns]

Figura 18. Perfil da area por lipideo para bicamadas lipopolissacaridicas compostas por
diferentes quimiotipos do LPS de P. aeruginosa (Tabela 4). Em preto tem-se o lipideo A penta-
acilado, em vermelho o lipideo A hexa-acilado, em verde o lipideo A penta-acilado com adigdo
da 4-amino-4-deoxy-1-arabinose ¢ em azul o lipideo A com adi¢do de duas unidades de KDO,
configurando o conhecido LPS RE (Apéndice 2).
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E possivel perceber duas tendéncias interessantes nesse grafico. A primeira refere-se
ao efeito da adicdo de cadeias alquilicas ao lipideo A. Como pode ser verificado pela relagdo
entre o perfil para o lipideo A penta e hexa-acilados, quanto maior o nimero de cadeias
alquilicas, maior a area ocupada pelo lipideo na membrana e, por conseguinte maior o valor
da razdo é4rea por lipideo. Esse resultado ¢ intuitivo e foi reportado para membranas
lipopolissacaridicas através de simulagdes computacionais no trabalho de Pontes ef al. (2012)
e em medidas experimentais no trabalho de Snyder, Kim e Mclntosh (1999). Nesse ultimo,
foram analisadas as areas por lipideos para P. aeruginosa e duas cepas de Salmonella, a saber,
S. minnesota e S. typhimurium. Nos trabalhos foram verificados valores de area por lipideo
para os quimiotipos hexa-acilados entre 1,50 e 1,54 nm?, enquanto para o quimiotipos penta-
acilados os valores ficaram entre 1,30 e 1,42 nm” o que estd perfeitamente consistente com os
resultados obtidos (Figura 18). A segunda tendéncia diz respeito ao efeito da adicdo de
sacarideos sobre a superficie do lipideo. Como pode ser verificado pela observacao dos perfis
acima, a adi¢do dos oligossacarideos no inner core da membrana externa resulta no aumento
do valor da area por lipideo para cada constituinte dessa membrana. Essa tendéncia pode ser
racionalizada em termos das forcas eletrostaticas de repulsdo entre as regides polares da
bicamada lipopolissacaridica e, mais significativamente, do grau de hidratagdo dos ions
presentes nessas regides. Quanto maior a cadeia de oligossacarideos, maior a carga
eletrostatica em cada molécula de lipopolissacarideo, consequentemente, maior a quantidade
de contra-ions necessaria para neutraliza-las. Assim, como sera visto adiante, os contra-ions
encontram-se altamente hidratados, implicando em um maior volume de moléculas de agua
na regido polissacaridica que resulta no afastamento dos lipopolissacarideos, constatado pelos
resultados da analise de area por lipideo nos diferentes quimiotipos.

Essa relagdo entre quimiotipos bacterianos ¢ comprimento da regido formada pelos
oligossacarideos foram reportadas por Brandenburg ef al. (1999) e Dias et al. (2014), onde
varios quimiotipos diferentes de P. aeruginosa e S. minnesota foram estudados permitindo a
quantificagdo da area por lipideo em relacdo a essas variaveis e confirmando satisfatoriamente
o resultado apresentado. E essa confirmagdo vai além da observacao dos valores e tendéncias
para a area por lipideo, no trabalho de Dias ef al. (2014) ¢ também mostrado que essa
quantidade est4 correlacionada de modo inversamente proporcional com o valor de espessura
hidrofébica das membranas (hidrofobica, pois foi calculada como as distdncias entre os
limites da regido hidrofobica na bicamada). Assim, quanto maior o valor de area por lipideo,

menor o valor da espessura da bicamada. Essa observagao pode ser verificado na Figura 19,
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onde s3o mostrados os dados de espessura média de toda a bicamada como fun¢do do tempo

de simulacdo para os sistemas estudados.
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Figura 19. Resultados da espessura média da bicamada lipidica para os sistemas estudados. . Em
preto tem-se o lipideo A penta-acilado, em vermelho o lipideo A hexa-acilado, em verde o
lipideo A penta-acilado com adig@o da 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e em azul o lipideo A com
adi¢@o de duas unidades de KDO, configurando o conhecido LPS RE.

Pode-se observar que ndo ha diferenca significativa entre os valores das espessuras das
bicamadas formadas quimiotipos com a mesma composi¢ao de monossacarideos mas com
diferente numero de cadeias alquilicas. Embora algumas propriedades sejam diretamente
relacionadas com o niimero de cadeias alquilicas do quimiotipo, como ¢ o caso da area por
lipideo, ndo ¢ possivel verificar essa proporcionalidade no valor da espessura. Isso se d4 por
que o aumento da area causado pela adicao de mais cadeias € no plano perpendicular ao eixo
sobre o qual a analise de espessura ¢ realizada, e sendo assim, essa ultima nao sofre influéncia
da primeira.

Em resumo, o modelo descrito para as membranas compostas por diferentes
quimiotipos lipopolissacaridicos reproduz adequadamente as medidas experimentais
disponiveis na literatura e, portanto, ¢ esperado oferecer uma previsao do comportamento
desses sistemas em diferentes condigdes em presenga do peptidio antimicrobiano, polimixina

B, conforme discutido adiante.
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3.2.2 Difusao dos ions

Uma anéalise muito interessante para bicamadas contendo contra-ions ¢ a avaliagdo da
constante de difusdo, ou difusividade molar. Essa grandeza estd diretamente relacionada com
o deslocamento médio quadrado através da equagdo de Einstein (Equagdo 51) e permite
quantificar o grau de liberdade translacional que os ions apresentam em cada sistema. Um
ponto positivo comum entre essa analise e area por lipideo ¢ que esta pode ser também
comparada com resultados ja estabelecidos na literatura, como por exemplo, através do
trabalho de Dias ef al. (2014), onde foram avaliadas as difusividades dos contra-ions nas
membranas de diferentes quimiotipos de P. aeruginosa. Na Tabela 9, encontram-se os valores
de difusividade dos fons de Ca*" utilizados nas simulacdes para o lipideo A e para o LPS Re.
O lipideo A contendo Ara4N possui uma carga total neutra e, portanto, ndo possui contra-
ions.

E importante destacar que as medidas de difusividade sdo extraidas dos gréficos, de
acordo com o que foi explicado na se¢ao de anéalises, como o coeficiente angular da reta de
ajuste desenvolvida sobre a curva que corresponde a relagdo entre desvio médio quadratico da
posicao das particulas e o tempo. Quao melhor o ajuste sobre a curva, menor o erro associado
a medida. No Apéndice 5 podem ser encontrados graficos do desvio médio quadratico da
posicdo das particulas ao longo da simulacdo cujos coeficientes angulares correspondem aos
valores explicitados na Tabela 9 e na Tabela 13 do topico 3.3.7. O erro também esta associado
a uma medida estatistica sobre os valores de difusividade tomados individualmente sobre cada
ion, de modo que quanto mais semelhantes forem os comportamentos das particulas
individuais, menor serd o erro associado a medida apresentada (VAN DER SPOEL et al.,

2010).

. .. , 2 . . . .
Tabela 9. Difusividade dos ion Ca*", com respectivos desvios, para os diferentes sistemas apresentados.

Quimiotipo Coeficiente de Difusio (Difusividade) [107 cm’/s|

Plano xy Eixo z Total
LipApenta 2.51+£0.25 1.00+0.17 2.00 £0.22
LipAhexa 1.02+£0.14 0.51+0.02 0.85+0.08

LPSRe 1.29+0.36 0.93+0.21 1.17+0.17
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E possivel verificar que a difusdo dos ions ocorre predominantemente ao longo do
plano xy. Poderia ser especulado que este comportamento ¢ devido as simulagdes terem sido
realizadas sem concentracdo adicional de sais e, por conseguinte, com o numero de ions
necessarios apenas para neutralizar a carga das moléculas de LPS constituindo as bicamadas
simuladas. Em um meio de forga iénica reduzida, seria mais favoravel para os fons de Ca*"
permanecer proximo das membranas lipopolissacaridicas contendo varios grupos carregados
negativamente do que difundir para o meio aquoso. Como sera discutido mais adiante, uma
simulacdo com concentragao salina de 150 mM de NaCl foi realizada para contabilizar o
efeito do da forga ionica sobre a difusdo dos ions para um dos sistemas polimixinas
adsorvidas a bicamada lipopolissacaridica, e observa-se o mesmo padrdo de difusdo de ions
observado em simulagdes com for¢a idnica reduzida, i.e. valores de constantes de difusao
maiores ao longo da superficie da membrana que ao longo do eixo z. Adicionalmente, a
analise da difusdo i6nica para os diferentes sistemas pode revelar um padrdo interessante.
Como reportado por Dias et al. (2014), quanto maior a cadeia de oligossacarideos
constituindo o quimiotipo, menor a difusdo dos ions devido a interacao destes na forma
hidratada com os grupos funcionais dos carboidratos. Comparando os valores para o lipideo A
e o LPS Re penta-acilados, essa tendéncia torna-se evidente e mostra que, assim como as
demais andlises discutidas até aqui, os modelos moleculares utilizados reproduzem o

comportamento observado experimentalmente.

3.2.3 Perfil de densidade das bicamadas lipopolissacaridicas compostas por diferentes

quimiotipos

Apos a avaliacdo das propriedades anteriores, chega a vez da andlise dos perfis
parciais de densidades dos sistemas simulados como ferramenta para descrever a
configura¢do do sistema em termos da localizacdo de cada um dos seus componentes, bem
como para avaliar qualitativamente o grau hidratagdo de cada um deles. O perfil ainda pode
ser utilizado para verificar se as membranas seguem um perfil lamelar, caso onde as curvas se
tornam simétricas em torno do centro do sistema. Todos esses detalhes juntamente com a
possibilidade de comparar os perfis calculados com valores experimentais extraidos de
difracdo/espalhamento de raio-X/néutrons torna essa analise muito 1util para avaliacdo do

modelo molecular desenvolvido (SNYDER, KIM e MCINTOSH, 1999).
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Os perfis de densidade parcial para os componentes dos sistemas simulados mostram
sistemas lamelares e estdo consistentes com simulagdes anteriores (Figura 20) (DIAS et al.,

2014; PONTES et al., 2012).
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Figura 20. Perfis de densidade para os sistemas simulados. A) lipideo penta-acilado, B) lipideo hexa-acilados,
C) lipideo com adi¢do de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e D) lipideo com adi¢do de duas unidades de KDO,
configurando o conhecido LPS RE. Em azul estd o perfil das moléculas de 4gua, em vermelho a estrutura da
bicamada lipidica e em verde os contra-ions utilizados para estabilizar a membrana. A curva dos contra-ions
apresentada em cada grafico foi aumentada vinte vezes, a fim de facilitar sua visualizagdo no grafico.

Através dessa analise pode ser verificado que os conta-ions localizam-se na regidao
contendo os grupos fosfatos, i.e. na regido polissacaridica. Além da interagdo com esses
grupos carregados, € possivel verificar que os contra-ions encontram-se altamente hidratados
(Tabela 10). Isso ¢ mostrado pelo nimero de coordenagdo de moléculas de agua por ion.

Os valores apresentados estao consistentes com medidas experimentais (KATZ et al.,
1996) e com valores obtidos por simulacdes computacionais de quimiotipos com um campo
de forca distinto (DIAS et al., 2014; KIRSCHNER et al., 2012). Por vezes, ainda podem ser

, 2+ . ~ .
encontradas estruturas onde os ions de Ca” admitem valores de coordenacdo maiores,
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chegando até um maximo de 9 moléculas de 4gua, como foi visto por Katz et al. (1996) em

uma analise no banco de dados da Cambridge Structural Database (CSD).

Tabela 10. Valores do niimero de coordenagdo para os fons de Ca’" em cada um dos sistemas
descritos na Tabela 9. Esses valores foram tomados através da integracdo do perfil de distribuicao
radial de pares entre os ions e os atomos de oxigénio das moléculas de agua até a distancia de 0,33
nm, correspondendo ao final da primeira esfera de coordenagao.

Sistema Coordenacio Ca’*-OW
LipAyenta 7.26

LipAnes 7.62

LPSRe 7.13

E, portanto, intuitivo concluirmos que nessa mesma regido onde estdo presentes os
fons de Ca”", encontra-se a maior quantidade de moléculas de 4gua existente dentro do perfil
dos lipideos. Entretanto, também ¢ possivel observar que a curva descrevendo a quantidade de
agua cai rapidamente a medida que essa cruza a curva descrevendo o perfil dos lipideos,
chegando a anular-se quando no interior da estrutura da bicamada, assim como esperado,
indicando que as moléculas de 4gua apenas estdo presentes por conta dos ions, que
consequentemente, ndo ha permeacdo das membranas por essas moléculas e que a estrutura da

bicamada em cada sistema se mantém organizada.

3.3 INTERACOES ENTRE POLIMIXINAS E BICAMADAS LIPOPOLISSACARIDICAS:
MODIFICACOES ESTRUTURALIS E INVESTIGACAO DO MECANISMO DE ACAO DO
ANTIMICROBIANO

Uma vez avaliadas a qualidade dos parametros atomicos para a descrigdo de
propriedades estruturais de cada um dos componentes de interesse quando isolados, a
bicamada lipopolissacaridica e as moléculas de polimixina, ¢ possivel avaliar como tais
propriedades se modificam uma vez simulada a interagdo entre esses componentes. Nas
subseccoes seguintes serdo avaliadas as modificacdes observadas nas propriedades estruturais
do sistema composto pela polimixina B e pelas bicamadas lipopolissacaridica representando a

membrana externa da P. aeruginosa.
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3.3.1 Avalia¢do do comportamento das polimixinas

Para avaliar o comportamento conformacional das moléculas de polimixina quando
adsorvidas a membrana externa bacteriana, € possivel comparar os diagramas de
Ramachandran obtidos para os ensembles conformacionais derivados da espectroscopia de
RMN (Figura 21) e das simula¢des computacionais para a polimixina B em presenga de
agregados de lipideo A. No primeiro caso, o diagrama de Ramachandran foi calculado para as
estruturas de uma familia de 10 conformagdes da polimixina B em presenca de agregados de
lipideo A através do assinalamento de distancias inter-atdmicas correspondendo a valores de

NOE extraidos de experimentos de espectroscopia de RMN (PRITOVSEK e KIDRIC, 1999).
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Figura 21. Grafico de Ramachandran para as 10 estruturas de menor energia
potencial obtidas a partir de medidas de NOE para a polimixina B em

presenga de agregados de lipideo A. Fonte: PRITOVSEK e KIDRIC, 1999.

No segundo caso, o diagrama de Ramachandran foi calculado para as trajetorias
obtidas por simula¢des de DM a partir do rastreamento dos angulos diédricos ¢ e ¢ (Figura
22). Em adi¢do as simulagdes da polimixina B em bicamadas constituidas por lipideo A,
foram também simulados sistemas formados por bicamadas de lipideo A contendo de 4-
amino-4-deoxy-1-arabinose ¢ LPS Re (Figuras 23 e 24). Ao todo sdo apresentados seis
graficos por painel, pois como serd visto mais adiante, com exce¢do de uma simulagdo com

apenas duas copias da molécula de polimixina interagindo com a membrana bacteriana, todas



98

as demais simulagdes foram realizadas com seis copias, como descrito na metodologia, de
modo a diminuir o tempo necessario para observar uma resposta estrutural advinda do efeito
antimicrobiano sobre as bicamadas lipopolissacaridicas. Os valores de ¢ e ¢ calculados a
partir das duas estruturas de menor energia obtidas por espectroscopia de RMN sdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Dados estruturais de duas provaveis conformagdes da polimixina B em
uma mistura com lipideo A.

Residuos Sequéncia* Expl. Exp2.

1 22} (%) Y,

DAB 4 -79 154 -76 -47
DAB 5 -135 82  -148 82
D-PHE 6 56 42 67 10
LEU 7 62 82 59 76
DAB 8 -93 -81 -82 -69
DAB 9 -86 -58  -103 -76
THR 10 -139 -9 -152 64

Fonte: PRITOVSEK e KIDRIC, 1999. (* Os numeros descritos para cada
aminoacido pertencente a cadeia do polipeptidio estdo em acordo com a Figura 2
e Tabela 1.)

E possivel observa-se que cada uma das moléculas interagindo com a membrana
possui uma conformagdo similar, com diferencas restritas a regides que ndo sdo visitadas por
todas. Dessa informacao € possivel extrair uma conclusdo importante. A estrutura da molécula
interagindo com a membrana depende diretamente da sua localizacdo, pois como cada
molécula esta inserida em regides diferentes da membrana, como descrito na metodologia,
cada uma deve da mesma forma apresentar uma conformagdo distinta dependente das
interacdes que lhes estdo sendo atribuidas. Contudo, deve ser adicionada a mesma observacao
descrita durante a analise da estrutura das polimixinas em solugdo aquosa. Mesmo que as
conformagdes sejam distintas, uma vez desenvolvendo as simulagdes em um tempo
suficientemente longo com uma correta amostragem do espago conformacional dos
polipeptidios, as diferencas mensuradas diminuem ou até mesmo se anulam, de modo que as

moléculas apresentem um comportamento médio que pode ser diretamente comparado com os
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dados experimentais (VAN DER SPOEL ef al. , 2010; BERNARDI, MELO e SCHULTEN,
2015). Desse modo, comparando os pontos extraidos das simulagdes com os dados
experimentais, pode-se ver que as conformacdes amostradas para as moléculas em presenca
das bicamadas lipidicas sdo compativeis com as estruturas descritas na literatura, sendo
portanto, um indicativo de que as moléculas de polimixina B modeladas em presenca das
membranas simuladas se comportam como as moléculas reais e podem ser utilizadas para
predizer como efetivamente acontecem as etapas de interacdo entre os polipeptidios e as

bicamadas.
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Figura 22. Graficos de Ramachandran para as seis copias de polimixina B quando interagindo na superficie de
uma bicamada de lipideo A penta-acilado de P. aeruginosa.
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Figura 23. Graficos de Ramachandran para as seis copias de polimixina B quando interagindo na superficie
de uma bicamada de lipideo A penta-acilado de P. aeruginosa com adigdo de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose.
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Figura 24. Graficos de Ramachandran para as seis copias de polimixina B quando interagindo na superficie
de uma bicamada de LPS Re penta-acilado de P. aeruginosa.
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3.3.2 Efeito da concentracio das polimixinas sobre a estrutura das membranas

Nesse primeiro topico sera avaliado rapidamente o efeito da concentragdo das
moléculas de polimixina B no meio e o seu impacto sobre as modifica¢des estruturais sofridas
pela membrana como parte do mecanismo de agdo desse antimicrobiano. Como
exemplificado em maior detalhe na proxima subsec¢do, a inser¢do das moléculas de
polimixina B induzem uma curvatura positiva da superficie da bicamada lipopolissacaridica
que acredita-se ser responsavel por muitos dos efeitos observados experimentalmente. Essa
saida de um perfil perfeitamente plano, assim como apresentado na subsecg¢do 3.2 quando do
estudo das propriedades estruturais das membranas isoladas, pode ser caracterizada pelo
calculo da distribui¢do do angulo de curvatura descrito na metodologia e que mostra
quantitativamente, através do perfil dessa distribuicdo, o quanto o sistema se modificou
estruturalmente em relagdo a algum efeito ou variavel estudada. A andlise da distribui¢dao do
angulo de curvatura em fungdo ao numero de copias de moléculas de polimixina B inseridas

em um sistema como o lipideo A, pode verificar o quanto essa variavel afeta a estrutura da

bicamada (Figura 25).
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Figura 25. Distribui¢do dos angulos de curvatura calculados para o lipideo A quando na
auséncia de moléculas de polimixina e em presenga de duas e seis moléculas.
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Para entendimento dos resultados apresentados ¢ preciso lembrar que o valor do
angulo representa o desvio do angulo normal da superficie em relagcdo ao eixo normal do
sistema, que nesse caso ¢ o eixo z. Dessa forma um valor de 0 representa uma superficie com
normal paralela ao eixo normal do sistema, ou seja, uma superficie plana orientada sobre o
plano xy que pode representar perfeitamente as membranas sem presenca de polimixina B
apresentando um perfil lamelar. Qualquer valor diferente desse indica algum desvio em
relagdo a normal como pode ser verificado em todos os sistemas simulados. O fato de existir
uma distribuicdo de angulos nos perfis acima ¢ que a superficie das membranas possui
rugosidade, sendo essa tdo maior quanto maior for a perturbagdo causada pela inser¢do dos
antimicrobianos ou mais distante de um formato planar ela se apresente. Entretanto, mesmo
para as membranas mais planares simuladas nesse estudo, ¢ possivel verificar uma leve
rugosidade intrinseca da bicamada uma vez que um modelo de plano perfeito ¢ impossivel.
Portanto, o que deve ser avaliado nos perfis acima ¢ o quanto eles estdo espalhados e quao
proximos os valores maximos estao de 0.

Por essas avaliagdes ¢ facil verificar que a membrana sem presenca de polimixina B
apresenta o perfil mais planar possivel dentro do conjunto avaliado, enquanto que nos outros
sistemas ¢ verificado um aumento gradual do espalhamento com a relacdo a concentragio de
polimixinas presente no meio. Portanto, como foi observado que o efeito da insercdo de
apenas duas copias de polimixina ndo foi tdo pronunciado quanto no caso da inser¢do de seis,
sendo muito similar ao perfil do sistema sem o antimicrobiano, entdo, na finalidade de
simplificar o trabalho e o custo computacional total das simulagdes, foi definido que elas
seriam executadas sempre com seis copias do polipeptidio, justificando os seis graficos de

Ramachandran do topico anterior.

3.3.3 A inducio de curvatura em bicamadas lipopolissacaridicas

Nesta subseccdo serdo discutidas alteragdes da curvatura da superficie da bicamada
constituidas por quimiotipos de P. aeruginosa susceptiveis ou resistentes a atividade
antimicrobiana da polimixina B. Essas alteracdes da curvatura sdo induzidas pela presenga da
polimixina quando em concentragdes apropriadas. O primeiro resultado a ser apresentado ¢ o
parametro de ordem de curvatura, que pode ser calculado como descrito na subsec¢do 2.3.4,
através dos angulos de curvatura ou desvio em relagdao a normal do sistema com utilizagdo da

Equagao 49 (Figura 26).
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Nesse tipo de andlise, a intensidade da coloragcdo de uma regido ¢ representativa do
valor do angulo de desvio entre o vetor normal da superficie em relagdo a normal do sistema,
quantidade que ¢ designada por curvatura local da superficie da membrana. Pode-se verificar
que nos sistemas compostos pelo antimicrobiano e o lipideo A penta-acilado e o LPS Re
penta-acilado ha uma modificagdo estrutural significativa, evidenciada pelo aumento das
regides com coloragdo mais intensa. Essa variagdo estrutural esta relacionada com a formacgao
de curvatura nas bicamadas lipidicas desses quimiotipos € que nao ¢ verificada nos outros

sistemas.
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Figura 26. Graficos da projegdo dos pardmetros de ordem de curvatura médios sobre a superficie da bicamada
na auséncia e presen¢a de multiplas copias da polimixina B. A primeira coluna mostra os sistemas constituidos
por lipideo A penta-acilado, a segunda coluna por lipideo A hexa-acilados, a terceira por lipideo A modificado
com 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e a ultima coluna por LPS Re.

Outra forma de avaliar essa tendéncia ¢ através do, ja apresentado, perfil de
distribuicdo de angulos de curvatura (Figura 27). E possivel perceber que inicialmente todos
os sistemas sem polimixina B apresentam uma distribui¢do homogénea e semelhante, com
valores maximos em angulos menores que dez graus de desvio e muito pouco espalhados, o
que indica que todos apresentam aproximadamente um formato plano, fato que ¢ corroborado
pelos perfis de densidade caracteristicos de sistemas lamelares. Por outro lado, uma vez
colocados em presenca das seis copias de polimixina B os perfis dos sistemas se modificam
de forma diferenciada (Figuras 26 e 27). A bicamada constituida pelo quimiotipo com adig¢ao
de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose mantém o perfil plano juntamente com o lipideo A hexa-
acilado, enquanto isso, os perfis dos sistemas compostos pelas bicamadas de lipideo A penta-

acilado e LPS Re penta-acilado sofrem modificacdes significativas (Figuras 26 e¢ 27). Uma
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forma mais quantitativa de realizar essa mesma andlise ¢ através da integragdo dos perfis de

distribuicdo de angulos de curvatura (Tabela 12).
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Figura 27. Distribuicdo dos angulos de curvatura calculados ao longo de 100 ns para
bicamadas constituidas por diferentes quimiotipos de P. aeruginosa na auséncia e em
presenga de seis moléculas de polimixina B.

Tabela 12. Analise quantitativa dos perfis de distribui¢@o de angulos de curvatura.

Sistema #polimixinas Frequéncia entre 0 e 20° Intervalo com 90%
LipApenta 6 37,80 % 0—-53.36°
LipAnexa 6 56,25 % 0—39,86°
LipA AraaN penta 6 61,08 % 0—34,44°
LPSRepenta 6 46,53 % 0—47,40°
LipApenta - 58,95 % 0-37,90°
LipAnexa - 73,78 % 0-28,41°
LipA Ara4N penta - 63,98 % 0-31,89°
LPSRepenta - 65,42 % 0-31,62°




105

Na segunda coluna dessa tabela, onde estdo apresentados os resultados das
frequéncias, o que deve ser avaliado ¢ que quanto maior o valor obtido, maior o formato plano
da superficie, pois maior quantidade de pontos da superficie se encontra entre angulos
pequenos (0 — 20°). Assim, pode-se observar que para os sistemas sem polimixina B, todos os
quimiotipos encontram-se com mais de 50% da superficie nesse intervalo de pequenos
angulos caracterizando um sistema proximo a planar e pouco desordenado. Entretanto, para os
sistemas com inser¢do do antimicrobiano, apenas o quimiotipo com 4-amino-4-deoxy-1-
arabinose (Ara4N) se mantém nesse formato, pois o lipideo A e o LPS Re tém seus valores
diminuidos significando uma perda da forma plana e formagao de curvatura mais acentuada,
como também descrito pelas analises anteriores.

Na terceira coluna da tabela, onde se encontram os resultados do intervalo de angulos
que cobrem 90% das frequéncias observadas, pode-se observar a mesma conclusdo anterior,
mas com uma apresentacdo diferente. Esses resultados mostram que em sistemas sem
polimixina B, com caracteristicas planares, o intervalo que contétm 90% dos angulos da
superficie estd entre 0 e 38° o que significa que nesses sistemas 90 % da superficie encontra-
se levemente inclinada, combinando com o aspecto da forma plana. Com a insercao dos
polipeptidios nos sistemas, pode-se observar um aumento desse intervalo, significando que hé
uma maior distribuicdo das frequéncias e formagao de curvatura mais acentuada nos sistemas
lipideo A e LPS Re, onde o limite superior do intervalo se aproxima de 54°. A membrana com
adicdo de Ara4N, como ja observado, mantém o intervalo mostrando sua invariancia
estrutural frente ao antimicrobiano.

Esses resultados quando comparados com tendéncias experimentais fornecem uma
validagdo do que ¢ observado. Pois, como descrito no primeiro topico da introducdo, segundo
Steimle, Autenrieth e Frick (2016), Caroff e Karabian (2003) e Pier (2007), a modificacao da
carga superficial do LPS pela adicdo de residuos positivamente carregados como, por
exemplo, a 4-amino-4-deoxy-1-arabinose significa um fator de sobrevivéncia para as cepas
bacterianas quando em presenga de peptidios antimicrobianos catidnicos ou pequena
concentracdo dos contra-ions que estabilizam a estrutura de suas membranas. Ainda segundo
Steimle, Autenrieth e Frick (2016), algumas cepas de bactérias Gram-negativas sdo capazes
de modificar o nimero e o comprimento das cadeias alquilicas presentes no lipideo A da
membrana, também como uma alternativa a sobrevivéncia em meios agressivos a esses
microrganismos. Portanto, o que a estabilidade observada nos sistemas contendo Ara4N ¢
uma expressao da resisténcia dessa cepa a presenca das polimixinas, enquanto que a formagao

de curvatura nos outros quimiotipos € um sinal de susceptibilidade a esses polipeptidios.
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Toda essa discussdo detalhada pode ser inteiramente resumida apenas na observagao
da Figura 28, onde s3o visualizadas as configuragdes finais para os sistemas simulados, em
ordem decrescente de curvatura formada. Pode-se notar que a maior curvatura ¢ expressa pela
bicamada de lipideo A penta-acilado, seguida pelo LPS Re, lipideo A hexa-acilados e, por
fim, o lipideo A com adi¢do de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose (Ara4N), que ndo demonstra
curvatura alguma, como consequéncia de sua habilidade em resistir a presenca dos
antimicrobianos. Uma racionalizacao da resisténcia do lipideo arabinosilado estd na avaliagdo
da sua carga superficial. Uma vez que o lipideo neutraliza sua carga ao adicionar a molécula
de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose ele perde a forte atragdo eletrostatica, existente nos outros
quimiotipos, que faz com que a polimixina se fixe e cause a perturbacdo observada na forma
da curvatura. Os contra-ions utilizados para manter a estabilidade estrutural das membranas
carregadas tem a mesma consequéncia que a molécula de Ara4N e ¢ por isso que para efetiva
acdo das polimixinas, como serd visto mais adiante, ¢ preciso extrair alguns dos ions da

superficie como sera discutido na subseccao 3.3.7.
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Figura 28. Conformacdo final dos sistemas simulados quando em presenca da polimixina B. Na
sequéncia estdo A) o lipideo A penta-acilado, B) o LPS Re, C) o lipideo A hexa-acilados e por
ultimo D) o lipideo A penta-acilado com adi¢do de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose
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3.3.4 Area por lipideo e espessura da bicamada

Assim como estudada no caso das membranas sem presenca das polimixinas, a area
por cabeca em cada uma das membranas simuladas em presenca do antimicrobiano ¢ um
parametro estrutural interessante, em conjunto com o ja apresentado, que possibilita entender
0 que estd acontecendo nos sistemas estudados quando ha a interacdo entre as moléculas de
antimicrobiano e da bicamada lipidica (Figura 29). Assim como nas analises na auséncia de
polimixinas, os primeiros nanossegundos de simulacdo sdo apenas parte da equilibragdo dos
sistemas e, portanto, para evitar qualquer possivel problema acerca do intervalo de tempo
considerado para avaliacdo dos resultados, as conclusdes serdo tomadas apenas em relacao
aos ultimos 20 ns de simulagao.

Ao comparar os resultados descritos para os sistemas na presenga € na auséncia de
polimixina, ¢ evidente que nao ha mudancas significativas, de modo que os valores finais das
duas configuragdes sao muito semelhantes. Essa observacdo, embora contra intuitiva, implica
que essa variavel ndo ¢ afetada na formagdo da curvatura mostrada na andlise anterior, € que o
espagamento entre as moléculas de lipideo nas membranas permanece aproximadamente

constante ao longo de todas as simulagoes.
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Figura 29. Grafico da area por lipideo para simula¢des dos quimiotipos B) em presenga e A) na auséncia da
polimixina B. Em preto tem-se o lipideo A penta-acilado, em vermelho o lipideo A hexa-acilado, em verde o
lipideo A penta-acilado com adi¢do da 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e em azul o lipideo A com adi¢do de duas
unidades de KDO, configurando o conhecido LPS RE.

Por outro lado, pela a avaliagdao da espessura da bicamada nos sistemas em presenca
das moléculas de polimixina ¢ possivel verificar uma significativa variagdo ao longo da
simulagdo indicando que essa variavel ¢ afetada pela formacao de curvatura nas membranas.

Apenas no sistema contendo Ara4N adicionado a constituigdo das membranas ndo ¢
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observada variacdo, uma vez que esse sistema apresenta resisténcia a acdo da classe de

antimicrobianos estudados.
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Figura 30. Resultados da espessura média da bicamada lipidica para os sistemas estudados B) em presenca e A)
na auséncia da polimixina B. Em preto tem-se o lipideo A penta-acilado, em vermelho o lipideo A hexa-acilado,
em verde o lipideo A penta-acilado com adi¢cao da 4-amino-4-deoxy-1-arabinose e em azul o lipideo A com
adi¢do de duas unidades de KDO, configurando o conhecido LPS RE.

E possivel observar que em cada analise foram mantidas as consideragdes realizadas
na subseccdo 3.2.1 acerca dos valores relativos de area por lipideo e espessura da bicamada
para cada quimiotipo, obedecendo aos dados ja validados e presentes na literatura através do
trabalho de Kirschner et al. (2012), Pontes et al. (2012), Snyder, Kim e McIntosh (1999),
Brandenburg ef al. (1999) e Dias et al. (2014).

3.3.5 O perfil de densidade das bicamadas lipopolissacaridicas

Uma analise muito importante que deve ser realizada com as membranas em presenca
das polimixinas ¢ certamente a do perfil de densidade parcial para cada componente desses
sistemas (Figura 31). E possivel observar uma modificagdo nas curvas descrevendo a
densidade das moléculas de 4gua quando distantes do centro da membrana. Esse efeito mais
intensamente observado nos sistemas susceptiveis a acao das polimixinas decorre do fato que
essa andlise foi realizada levando em consideracdo a curvatura da membrana e, por
conseguinte, modificando a referéncia sobre a qual ¢ realizada a avaliagdo do perfil de
distribuicao de cada componente. Em resumo, mesmo que a caixa de simulagdo seja um
paralelogramo regular com suas fronteiras representadas por planos interceptados pelos eixos
de orientacdo dos sistemas, quando a superficie de referéncia sobre a qual sera calculado o
perfil de densidade ¢ curvada, como acontece mais intensamente nos sistemas A e D (Figura

31), entdo as moléculas de agua presentes nos limites da caixa sdo observadas pela superficie
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de referéncia com distancias diferenciadas resultando no efeito de decaimento dos perfis das
moléculas de agua descrito nos graficos. Excepcionalmente, o perfil encontrado para a
membrana de LPS Re, sistema D, se justifica pela configuragdo inicial utilizada na simulagao.
Nela, foi colocada mais moléculas de 4gua na regido do sistema que continha as moléculas de
polimixina e por isso o perfil da dgua nesse sistema se apresenta como uma camada de agua
de menor espessura a esquerda, e em contrapartida, com maior espessura camada a direita.

O perfil dos demais componentes revela que as bicamadas, embora curvadas pela acao
do antimicrobiano, ainda permanecem organizadas em uma configuragdo lamelar. E possivel
perceber, assim como nas analises das bicamadas sem polimixinas, que os fons Ca’’
encontram-se localizados préximos aos grupamentos negativamente carregados nos sistemas
A, B e D. Esses ions se encontram hidratados justificando a presenca de moléculas de dgua
nos limites do perfil para as cadeias alquilas dos lipopolissacarideos compondo as
membranas. O perfil das polimixinas descreve a localizacdo das mesmas na superficie das

7 s + .
membranas, onde encontram-se também os ions Ca’" altamente hidratados.
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Figura 31. Bicamadas em presenca das polimixinas. A) lipideo penta-acilado, B) lipideo hexa-acilados, C)
lipideo com adi¢do de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose ¢ D) lipideo com adi¢do de duas unidades de KDO,
configurando o conhecido LPS RE. Em azul estd o perfil das moléculas de agua, em vermelho a estrutura da
bicamada lipidica, em verde os contra-ions utilizados para estabilizar a membrana e em preto o das polimixinas.
Os perfis para os fons Ca*" foram aumentados vinte vezes, enquanto que os perfis para as polimixinas foram
aumentados cinco vezes.
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3.3.6 Espessura bidimensional

O célculo de espessura das bicamadas lipidicas pode ser tomado de duas formas. A
primeira, j& apresentada, resume-se em um perfil temporal de uma média espacial da
espessura em toda a extensdo da membrana presente nas simulagdes. A segunda segue o
pensamento oposto, ¢ uma média temporal da distribuicdo espacial da espessura da membrana
ao longo de toda sua extensdao (Figura 32). Nessa ultima, ¢ possivel observar a projecao da
espessura média da bicamada da membrana, onde ¢ plotada a distribuicdo da espessura da

bicamada na forma de uma varia¢do na intensidade da cor mostrada na legenda.
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Figura 32. Distribuicdo espacial da espessura da bicamada para os sistemas descritos na Tabela 5. Na primeira
coluna estdo os sistemas com lipideo A penta-acilado, na segunda estdo presentes os com lipideo A hexa-
acilados, na terceira estdo presentes os sistemas compostos por lipideo A adicionado de 4-amino-4-deoxy-1-
arabinose e na Gltima coluna estdo os sistemas com LPS Re. A tltima linha de imagens é constituida pelos perfis
de densidade bidimensional das seis moléculas de polimixina presentes nos sistemas.

Assim como na Figura 26, nessa projecao ¢ possivel verificar uma maior modificagdo
estrutural no lipideo A penta-acilado e no LPS Re, agora evidenciado pelo aumento da
espessura da bicamada localizado quase que especificamente onde se observam os pontos de

densidade da polimixina B.
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Como mostrado na Figura 30, apenas o lipideo A penta-acilado adicionado de Ara4N
ndo sofre modificacdo no valor da sua espessura, e a tendéncia observada no lipideo A hexa-
acilados ¢ sobre toda extensao da bicamada e de intensidade muito pequena, evidenciando que
esse quimiotipo também ndo se mostra tdo susceptivel a agdo das polimixinas. Portanto, ¢
possivel inferir que o aumento da espessura da bicamada ¢ causado pela presenga das
moléculas do antimicrobiano e, consequentemente, ¢ um dos efeitos da sua acdo frente a
quimiotipos susceptiveis, lipideo A penta-acilado e LPS Re, em conjunto com a formacao de

uma curvatura acentuada na mesma regido onde se encontram os polipeptidios.

3.3.7 O deslocamento dos ions e os sitios de interacio da polimixina com as membranas

Uma ultima andlise importante que pode fornecer muitas informacdes acerca do
fenomeno observado nas simulagdes ¢ o valor da difusividade dos contra-ions do sistema
quando em presenca da Polimixina B (Tabela 13).

E possivel observar que a difusio dos contra-ions nas bicamadas polissacaridicas ocorre
majoritariamente no plano xy, independentemente da presenga de polimixinas. Entretanto, a
difusdo ¢ significativamente maior na presenga desses antimicrobianos. Esse ¢ um ultimo
aspecto a ser ressaltado no trabalho acerca do mecanismo de acdo das polimixinas sobre as
membranas externas de P. aeruginosa. Como rapidamente discutido na subsec¢do 3.3.3, os
ions presentes nas bicamadas ndo favorecem as interagdes entre elas e as moléculas de
antimicrobiano, sendo, portanto, necessaria a remoc¢ao de alguns deles de modo a permitir a
melhor interagdo entre esses componentes. E exatamente isso que é observado através dos

dados abaixo.

Tabela 13. Média temporal das constantes de difusdo, com respectivos desvios, calculada ao longo de todo o
tempo de simulacdo, para os sistemas descritos na Tabela 5.

Quimiotipos Coeficiente de difusao (Difusividade molar) [10'7 cmZ/s]
Plano xy Eixo z Total
Pmxg¢+LipApenta 11.58+7.10 2.60 +0.06 8.59+4.75
Pmxg+LipAenta-mm 21.28+0.72 6.46 + 1.51 16.34 £0.02
Pmx¢+LipAnexa 4.26 +£1.50 2.73 £0.01 3.75+1.00
Pmx¢+LPSRe 2.41+£0.83 1.46 +£0.32 2.09+0.44
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Uma andlise rapida com auxilio da funcdo de distribui¢do radial de pares (RDF) revela
que as moléculas de polimixina interagem preferencialmente com os mesmos grupos
presentes nos diferentes quimiotipos estudados no trabalho. Os nitrogénios das cadeias
laterais dos acidos L-a,y-diaminobutiricos, grupamento carregado positivamente em meios
com pH neutro ou acido, apresentam interagdes eletrostaticas com os oxigénios das moléculas
de 4gua, com os atomos de fosforo dos grupamentos fosfato dos lipideos e com os oxigénios
dos grupamentos carboxila das moléculas de KDO do LPS RE. Na Tabela 14, podem ser
observados os valores de coordenagdao do nitrogénio em relagdo a cada um desses sitios de
interacao.

Tabela 14. Numero de coordenacdo do nitrogénio em relagdo aos
oxigénios das moléculas de agua, aos atomos de fosforo dos
grupamentos fosfato dos lipideos e aos oxigénios dos grupamentos
carboxila das moléculas de KDO do LPS RE.

Coordenacao N-OW N-P N-COO" Total

LipA penta 366 031 - 3.97
LipAnexa 331 044 - 3.75
LPSRe 303 051 029 383
LipAarinpenta 327 052 - 3.79

Além de perceber que os valores do nimero de coordenagdo para cada interagdo do
grupamento amina da cadeia lateral do 4cido L-a,y-diaminobutirico ndo variam
significativamente entre os diferentes quimiotipos, ¢ importante destacar que essas sao
também as interacdes preferenciais dos fons de Ca’" de acordo com Dias et al. (2014) e
Nascimento et al. (2014). A semelhanga das interagdes entre as polimixinas e os diferentes
quimiotipos sugere que o fator de resisténcia ou susceptibilidade ndo deve estar ligado a
existéncia de interacdes especificas, mas sim, a competicdo entre as polimixinas € os contra-
ions para interagirem com os mesmos grupos quimicos dos lipopolissacarideos.

Por serem carregadas positivamente e interagirem repulsivamente com os ions de
Ca®", a presenga das moléculas de polimixina deve desorganizar as interagdes entre os ions ¢ a
bicamada, aumentando significativamente mobilidade desses contra-ions utilizados na
estabilizacdo dessa estrutura, possibilitando a solubilizagdo de alguns deles que, deixando a

bicamada, incrementam, portanto, a difusividade calculada nas simulagdes como mostrado na
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Tabela 13 em comparagdo com os resultados da Tabela 9, e na Figura 33, onde esses dados
sdo comparados em intervalos de 10 ns ao longo de toda a simulagdo na forma de histograma.

Com as observacdes computacionais seguindo o que ¢ proposto no modelo de
interacao de Steimle, Autenrieth e Frick (2016), Caroff e Karabian (2003) e Pier (2007), vale
ressaltar ainda que ¢é possivel verificar a mesma tendéncia entre os quimiotipos, descrita por
Dias et al. (2014). Quanto maior a carga do lipideo menor a mobilidade dos seus contra-ions e
consequentemente, menor a difusividade calculada, mesmo quando em presenca das
moléculas de polimixina. Essa concordancia serve como mais um ponto de verificagao da
validade dos modelos utilizados e das conclusdes extraidas dos resultados.

Observando o primeiro grafico da Figura 33 ¢ possivel comparar os dados da
difusividade dos contra-ions da bicamada de lipideo A quando em solug¢ao aquosa contendo
ou ndo concentracdo salina de NaCl, ou seja, ¢ possivel avaliar o efeito da for¢a i6nica do
meio no deslocamento dos fons causados pela agdo da polimixina B. E possivel verificar que
com o aumento da for¢a i6nica, mais facilmente os contra-ions sdo extraidos da superficie da
membrana, como pode ser avaliado nos valores das barras em vermelho no histograma. Neles
¢ possivel inferir que em muitos momentos ao longo da simulacgao a difusividade dos ions de
Ca®" chega a ser dez vezes superior 4 encontrada nas simulagdes sem forga iénica, como é de
se esperar, uma vez que a solucdo se mostra mais atrativa para os ions. Infelizmente, nada
pode ser avaliado em relagdo a como esse efeito altera a agdo dos antimicrobianos sobre os
quimiotipos susceptiveis de P. aeruginosa, pois ainda s3ao necessarias analises

complementares que fazem parte da continuacao desse trabalho.
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Figura 33. Histograma dos valores de difusividade em intervalos de 10 ns ao longo de todo o tempo de simulacdo para os sistemas
descritos na Tabela 5. A) lipideo A penta-acilado, B) lipideo A hexa-acilados e C) LPS Re. Em preto estdo os valores das simula¢des na
auséncia de polimixinas, em azul estdo os dados das simulagdes em presenca das polimixinas e em vermelho estdo os dados da
simula¢do em presenga das polimixinas € 150 mM de NacCl.
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4, CONCLUSAO

E possivel concluir com base nas analises realizadas na primeira segdo dos resultados
deste trabalho, que a modelagem dos peptidios antimicrobianos € consistente com as medidas
experimentais de RMN (Pritovsek e Kidric (1999)). Varias andlises envolvendo dois
conjuntos de parametros de campo de forca GROMOS e dois tratamentos eletrostaticos de
longa distancia demonstraram que 0 GROMOS 54A7 combinado com o método de campo de
reacdo reproduz com maior precisao o ensemble conformacional da polimixina A em solugao.
Entretanto, mesmo com todo o ensaio para estabelecer o melhor protocolo de simulacdo para
simula¢do da polimixina B, foi verificado através da andlise da fun¢do de autocorrelacdo das
estruturas obtidas ao longo da simulacdo que o método de amostragem utilizado foi
ineficiente em amostrar completamente o espago conformacional em solucdo do peptidio.
Desta forma, utilizou-se a metodologia de arrefecimento simulado para perturbar e induzir
transicdes entre diferentes minimos de energia. As andlises das simulagdes geradas com a
metodologia de amostragem melhorada mostrou um maior alcance em termos de exploragdo
do espago de conformagdes das polimixinas. O novo conjunto amostral de conformacdes para
as polimixinas possibilitou uma analise de cluster que evidenciou uma familia de estruturas
mais populadas que descreviam eficientemente as caracteristicas observadas nos trabalhos
experimentais. A partir dessas estruturas foi verificada a semelhanga entre os diferentes tipos
de polimixina estudados, o que simplificou o trabalho realizado posteriormente através da
diminui¢do do nimero de sistemas que necessitavam ser simulados. Uma vez utilizando uma
das polimixinas nas simulagdes, ¢ possivel extrapolar seu comportamento como sendo
semelhante ao das demais. Assim, apenas a polimixina B foi utilizada.

De modo analogo ao que foi realizado para os antimicrobianos, foi realizada uma
etapa de avaliagdo do modelo dos diferentes quimiotipos de P. aeruginosa, representados
pelos diferentes quimiotipos de membrana externa simulados. Através das andlises de
empacotamento (area por lipideo), perfil de densidade, espessura das bicamadas estudadas, e
difusividade dos contra-ions foi possivel verificar que as estruturas e parametros utilizados
conseguiam satisfatoriamente reproduzir as tendéncias ja descritas na literatura nos trabalhos
de Pontes et al. (2012), Snyder, Kim e Mclntosh (1999), Brandenburg et al. (1999) e Dias et
al. (2014). Apds validagdo dos modelos moleculares também para bicamadas, foi possivel
utiliza-los para avaliacdo do mecanismo de agdo dos peptidios sobre a membrana externa

bacteriana de cada um dos quimiotipos de P. aeruginosa estudados.
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Andlises preliminares acerca do efeito de concentragdo de polimixinas e seu impacto
sobre as bicamadas revelou que a acdo dos antimicrobianos ¢ tdo mais acentuada, quanto
maior for o nimero de moléculas na superficie das membranas. Logo, todas as simulacdes
foram realizadas com seis cOpias de polimixina sobre a superficie das bicamadas descartando
as realizadas com apenas duas. Realizadas as simulagdes, foi preciso verificar se o
comportamento das polimixinas e das bicamadas condiziam com dados experimentais a fim
de que as conclusdes extraidas das analises pudessem ser dadas como validas e
representativas do que efetivamente ocorre nos sistemas reais. Foi verificado que os modelos
ainda seguiam as tendéncias experimentais satisfatoriamente, sendo, portanto validos para
predizer e avaliar o que acontece na realidade.

Acerca do mecanismo de agdo verificado através de todas as analises subsequentes nos
sistemas contendo as polimixinas em contato com as bicamadas lipidicas, ¢ possivel concluir
que tudo que foi analisado estd em acordo com os modelos citados nos trabalhos de Velkov et
al. (2010), Mendes e Burdmann (2009), Storm, Rosenthal ¢ Swanson (1977) e Falagas e
Kasiakou (2005). Segue-se entdo que, para os quimiotipos susceptiveis, a presenga das
polimixinas causa uma perturba¢dao na distribuicdo de cargas sobre a membrana, mais
especificamente sobre os ions utilizados na estruturagdo da bicamada, de modo que esses ions
tendam a se solubilizar abandonando a estrutura da membrana, o que pdde ser verificado
através da andlise da difusividade dos ions ao longo da simulacdo. Nesse estigio, a
desorganizacdo das cargas superficiais da membrana inicia um processo de formacao de
curvatura que depende do qudo susceptiveis sdao os quimiotipos bacterianos aos
antimicrobianos sendo utilizados. Concomitantemente a formac¢do de curvatura nas
membranas susceptiveis, ¢ verificado o aumento local da espessura das bicamadas na regido
onde as moléculas do antimicrobiano se localizaram. Essas conclusdes poder ser facilmente
verificadas nas Figuras 26 ¢ 32. Em resumo, os estagios iniciais da acdo dessa classe de
antimicrobianos contra as cepas de P. aeruginosa sao dados pela desestruturacao das cargas
superficiais das membranas externas e expulsdo dos contra-ions, sendo seguida pela formacao
acentuada de curvatura e aumento da espessura da bicamada nas proximidades do contato
entre polimixinas e lipideos.

Nao foi verificada inser¢do significativa dos polipeptidios nas membranas durante
todo o tempo de simulagdo exigindo uma extensao do trabalho a fim de avaliar se isso de fato
pode ocorrer, principalmente em membranas que demonstrem susceptibilidade. Nao foram
verificadas modificagdes estruturais nas membranas contendo Ara4N, como ja esperado, uma

vez que esse quimiotipo ndo ¢ susceptivel ao antimicrobiano utilizado. Essa afirmagdo ¢
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confirmada nos trabalhos de Steimle, Autenrieth e Frick (2016), Caroff e Karabian (2003) e
Pier (2007), e através de todos os resultados observados ao longo do trabalho, evidenciando

que os modelos desenvolvidos sdo sensiveis a esse tipo de avaliagdo.
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Tabela Al.1. Topologias para polimixinas. Foi utilizado o GROMOS 54A7 para a descrigdo desse peptidio, sendo portanto, totalmente compativel com o conjunto de

APENDICE 1 (Tabelas)

parametros 53 A6Glyc utilizado no desenvolvimento da topologia das membranas.

Descriciao do grupo de GROMOS atom type Carga Descriciao do grupo de GROMOS atom type Carga parcial
carga parcial carga
CH; or CH, 0.266 CH, 0.127
Hidroxila (neutro) 0A -0.674 Metilamonio NL 0.129
(carga +1)
H 0.408 H (x3) 0.248
CH, 0.000 CH, 0.000
Fenilalanina DAB Neutro
Coi— CB - Cy CH, 0.000 Co— CB - Cy CH, 0.000
C 0.000 CH, 0.000
N -0.310 C 0.450
Backbone N-H Backbone C=0
H 0.310 o -0.450
Aromatico C-H C -0.140 DAB CH, 0.000
(Fenilalanina) HC 0.140 Ca-Cp CH, 0.000
Cadeia alquilica CH, 0.000 Treonina Cy2 CH; 0.000
(AMO) CH; 0.000 Treonina Ca, CH, 0.000
. - ky [10°KkJ . mol . . - ky [10°KkJ . mol .
Tipo de ligacao nm* J° b, [nm] Tipo de ligacao nm* J° b, [nm]
N-C 11.80 0.133
CH,-CH,, or CH,-C 7.15 0.153
C-HC 12.30 0.109
CH,-OA 8.18 0.143 OA-H 15.70 0.100
CH,-N or CH,-NL 8.71 0.147 C-0 16.60 0.123
C-C 10.80 0.139 N-H or NL-H 18.70 0.100
Tipo de angulo ko[ kJ.mol ']’ 0, [deg] Tipo de angulo ko[ kJ.mol ' ]° 6, [deg]
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H-NL-H 380 109.5 _ _
CH, - CH,,— CH,, or 530 111.0
H-N-CH, 400 115.0 NL - CH, - CH,
H-N-C 415 123.0 _C-
CH,~C-Cor 560 120.0
CH,-NL-H 425 109.5 C-C-C
CH,-OA-H 450 109.5 N-C-CH, 610 115.0
C-C-H 505 120.0 O-C-CH, 685 121.0
N-CH,-C, CH,-N-C 700 122.0
CH,-CH,—Nor 520 109.5
CH,,- CH,-C N-C-0 730 124.0
Diedro impréprio kg [ kJ . mol 1orad?] & [deg] Diedro impréprio ke[ kJ . mol 1 orad?] &o [deg]
Ca—Cy2-0y1-Cp C381 — Cy —Cel — Hé1
(Cadeia lateral da 334.84 35.2644 (Cadeia lateral da 167.42 0.0
Treonina) fenilalanina)
Cdl —Cel = CL—Ce2
Co—-N-C—Cp 334.84 35.2644 (Cadeia lateral da 167.42 0.0
(backbone) . .
fenilalanina)
C82 — Cy—Cd81 —Cel
N-C-Co—H 167.42 0.0 (Cadeia lateral da 167.42 0.0
(backbone) . .
fenilalanina)
C82 — Cy — Ce2 — Hd2
€-Ca-N-0 167.42 0.0 (Cadeia lateral da 167.42 0.0
(backbone) . .
fenilalanina)
Cy—Cd1 —Cd2 —-Cp Cd2 —Ce2 —CL —Cel
(Cadeia lateral da 167.42 0.0 (Cadeia lateral da 167.42 0.0
fenilalanina) fenilalanina)
Cy—Cd1 —-Cel —CC Hel — C81 — CE — Cel
(Cadeia lateral da 167.42 0.0 (Cadeia lateral da 167.42 0.0
fenilalanina) fenilalanina)
Cy—Cd2—-Ce2-CL He2 — C82 — CL — Ce2
(Cadeia lateral da 167.42 0.0 (Cadeia lateral da 167.42 0.0
fenilalanina) fenilalanina)
C31 — Cy—C82 —Ce2 C{—Cel —Ce2 —HL
(Cadeia lateral da 167.42 0.0 (Cadeia lateral da 167.42 0.0

fenilalanina)

fenilalanina)
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Diedros préprios k [kJ.mol™!] 5 n Diedros préprios k [kJ.mol™] 5
CHy-CHy—OA—-H _ _ _
(Cadeia lateral da 1.26 o 3 C—CHy—CHy—CHy or 1.00 0
. C-C-CHy - CHy
Treonina)
C-N-Ca-C
2. —C-CHyx-CH 2. 1
(backbone) 80 0 3 O - C-CHy - CHy 67 80
CHy—CHy—NL —H ou N—-Ca—-C—-N
3.77 0 3 3.50 180
CHy—CHy—N-H (backbone)
CHy — CHy — CHy — CHy,
CHy—CHy—CHy—N,
CHy — CHy — CHy — NL, 5.92 0 3 C“;C k‘bN’CO‘ 33.50 180
C—CHy—CHy—N, (backbone)
OA —CHy—CHy—N
N—-Ca—-C—-N C-N-Ca-C
(backbone) 040 0 6 (backbone) 0.70 180
Exclusées (apenas na fenilalanina)
CpB — Hdl CB —Hb2 Cp —Cel CB—Ce2 Cy - Hel Cy—He2 Cy-C¢
C31 —Hd2 Cd1 —Ce2 C3d1 —HC Hd1 — C32 HS1 — Hel Hd1 - CC C52 - Cel
Cé2 — HE Ho2 — He2 Hd82 — CC Cel — He2 Hel —Ce2 Hel —HE He2 —HE
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Table A1.2. Topologias para lipideo-A, lipideo A contendo 4-amino-4-deoxy-l-arabinose (LipAa..4n) € LPS Re na configuracdo penta e hexa-acilada, utilizando o GROMOS
53 A6y, para a parametrizacdo dos sacarideos e 0 GROMOSS53A6 para as cadeias lipidicas.

Descricao do grupo de carga GROMOS atom type ;32%:1 Descricao do grupo de carga GROMOS atom type Carga parcial
CH; or CH, 0.232 C 0.360
Hidroxila (neutro) OA -0.642 Carboxila (carga -1) OM -0.680
H 0.410 oM -0.680
CH, 0.160 CH, 0.376
OE -0.360 OA -0.480
Ester (neutro) C 0.580 Ligacdo Glicosidica (neutro) CH, 0.232
o -0.380 OA -0.360
CH, 0.000 CH, 0.232
CH, 0.232 CH, 0.376
N -0.200 OA -0.480
N-acetil (neutro) H 0310 CHi 0232
C 0.108 Ligagdo Fosfo-glicosidica (carga - OA -0.424
0 -0.450 1), no lipideo A com Ara4N P 0.990
CH, 0.000 OM (x2) -0.699
CH, 0.232 OA -0.424
OA -0.507 CH, 0.232
Fosfato, Ligado ao C4 (carga -1), P 1.346 CH, 0.376
no lipideo A e lipideo Re OM (x2) -0.884 OA -0.480
OA -0.733 CH, 0.336
0 sy P Lo s e or
CH, 0.127 P 1.346
Metilaménio (carga +1) NL 0.129 OM (x2) -0.884

H (x3) 0.248 OA -0.733
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Cadeia alquilica (neutro) CH, or CH3 0.000 H 0.430
Tipo de ligagio ky [10°kJ . mol ' . nm™|* b, [nm] Tipo de ligagio ky [10°kJ . mol ' . nm™|* b, [nm]
OA-P 4.84 0.161 CH;-N ou CH,-NL 8.71 0.147
CH,-CH,, CH,-CH; or C-CH, nos 5.43 0.152 C-CH, no N-acetil 10.60 0.133
anéis do sacarideo
CH,-OE, CH,-OA or CH,-OA na 6.10 0.144 N-C or OE-C 11.80 0.133
hidroxila e ligacao glicosidica
CH,-CH, 5 nas cadeias alquilicas 7.15 0.153 C-OM 13.40 0.125
C-CH,; no ester 7.64 0.148 OA-H 15.70 0.100
CH;-OA no fosfato ligagdes fosfo- 8.18 0.143 c-0 16.60 0.123
glicosidicas
OM-P 8.60 0.148 N-H or NL-H 18.70 0.100
Tipo de angulo ko[ kJ.mol ']° 6, [deg] Tipo de angulo ko[ kJ.mol ']° 6, [deg]
C — CH1,2 — CH1,2
CHip~ CFaa - CHip CH, mos 285 109.5 CH, s — CH, — CH, , nas cadeias 530 111.0
alquilicas or NL — CH; — CH;,
OA-CH,,-CH,, 320 109.5 CH,-OA-P 530 120.0
CH;, - OA -CHy,
orH-NL_H 380 109.5 OE-C-CH,;, 545 113.0
H-N-C 415 123.0 N -C - CH, 610 115.0
OA-P-0A 420 103.0 CH,-OE-C 635 117.0
CH,—-NL-H 425 109.5 O — C — CH, no N-acetil 685 121.0
CH,-N-C
CH,,-OA-H 450 109.5 OE-C-0 700 122.0
O — C — CHj, nas cadeias alquilicas
OA-P-OM 450 109.6 N-C-0 730 124.0
CH,-N-H 460 115.0 O — C — CH, no éster 750 125.0
CH, - CH, - OA
CH,,-CH;,—-N 520 109.5 OM - P -OM 780 120.0
CH12*CH12*OE
Diedro impréprio ke[ kJ . mol T rad?) & [deg] Diedro impréprio ke[ KkJ . mol T rad?) &o [deg]




133

Cly—=OIN—05y—C2y

C2y—Ny—C3y—=Cly

(Banomere) 334.84 35.2644 (equatorial 2-N-aceryl) 334.84 35.2644
Cly— O5y—Oly — C2x Cdy — N4y — C3y — C5y
334.84 35.2644 . 334.84 35.2644
(a-anomero) (axial 4-NH,")
C2y — 02y — C3y —Cly Cdy — C3y — 04y — C5y
(equatorial 2.0H) 334.84 35.2644 (equatorial 4-OH) 334.84 35.2644
C2y —C3y —02y—Cly C4y — 04y — C3y — C5y
(avial 2-OF) 334.84 35.2644 (axial 4-OF) 334.84 35.2644
C3y — 03y — C2y— Céy C5y — 05y — C6y — Céy
(equatorial 3-OF) 334.84 35.2644 (equatorial 6-CH,OH) 334.84 35.2644
C3n — C2x — O3y — Céy C5y — C6y — 05y — Cdy
(avial 3-OH) 334.84 35.2644 (axial 6-CH,OH) 334.84 35.2644
N-C-CH,-H C-CH,-N-0
0 Nosceri] 167.42 0.0 16 Noacetil 167.42 0.0
C - CH2 - OF — O no ester 167.42 0.0 CH, - OM —OM - CH, 167.42 0.0
na carboxila
Diedros proprios k [kJ.mol™] 5 n Diedros proprios k [kJ.mol™] 5 n
OA — CHy — CHy — CHy 5.88 0 1 OA - CHy-OA - P 0.00 0 4
N — CHy — CHy — CHy, 0.00 0 2 OE — C — CHy — CHy 0.00 0 4
N — CHy — CHy — OA 0.42 0 2 OM — CHy — CHy — CHy 1.00 0 6
OA — CHy - CHy — OA 2.09 0 2 CHy — OE — C — CHy 24.00 180 2
CHy-OA-P-0A 3.14 0 2 CHy - N —C - CHy 33.50 180 2
CHy— OA-P-0A 1.05 0 3 OA = CHy — OA — CHy 3.65 0 3
(a-anomero)
OA-P-0OA-H 3.14 0 2 OA = CHy — OA — CHy 9.45 180 1
(a-anomero)
OA-P-0OA-H 1.05 0 3 OA = CHy — OA — CHy 4.69 0 3
(f-anomero)
CHy — CHy — OA — CHy 3.77 0 3 OA = CHy — OA — CHy 3.41 180 1
(f-anomero)
OA — CHy — CHy — OA
CHy - CHy-OA -H 3.90 0 3 1o hidroximetl 9.50 0 3
CHy — CHy—NL—H 3.90 I OA - CHy - CHy—OA 9.35 180 1
no hidroximetil
CHy-CHNy-N-C 3.90 0 3 Exclusoes
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CHy — CHy — CHy — CHy 5.92 0 3
OA — CHy — CHy — CHy 7.67 0 3

OM — H no fosfato
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APENDICE 2 (Figuras)

Figura A2.1. Estrutura quimica do lipideo A utilizado nas simulagdes
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Lipidio A pentaacilado Lipidio A hexaacilado

Figura A2.2. Estrutura quimica do lipideo A com adigdo de 4-amino-4-deoxy-1-arabinose (Ara4N) utilizado nas
simulagoes
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Lipidio A pentaacilado Lipidio A hexaacilado
com Ara4N com Ara4N



Figura A2.3. Estrutura do lipideo Re utilizado nas simulagdes
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APENDICE 3 (Estruturas)

Estrutura A3.1. Estrutura mais representativa da polimixina B utilizando GROMOS54A7 e Campo de
Reacdo.

TITLE POLIMIXINA B

MODEL 1

ATOM 1 CA AMO 0 -4.70 -7.13 -1.18 1.00 0.00
ATOM 2 CB AMO 0 -5.66 -6.89 0.00 1.00 0.00
ATOM 3 CG AMO 0 -5.73 -8.11 0.92 1.00 0.00
ATOM 4 CD AMO 0 -6.46 -7.96 2.26 1.00 0.00
ATOM 5 CE AMO 0 -6.26 -9.17 3.18 1.00 0.00
ATOM 6 CF AMO 0 -6.61 -10.56 2.64 1.00 0.00
ATOM 7 CH AMO 0 -6.69 -11.52 3.82 1.00 0.00
ATOM 8 CI AMO 0 -4.82 -9.16 3.70 1.00 0.00
ATOM 9 C AMO 0 -4.06 -5.85 -1.70 1.00 0.00
ATOM 10 O AMO 0 -4.74 -5.00 -2.26 1.00 0.00
ATOM 11 N DAB 1 -2.76 -5.70 -1.49 1.00 0.00
ATOM 12 H DAB 1 -2.23 -6.42 -1.02 1.00 0.00
ATOM 13 CA DAB 1 -2.02 -4.53 -1.97 1.00 0.00
ATOM 14 CB DAB 1 -0.71 -4.41 -1.18 1.00 0.00
ATOM 15 CG DAB 1 0.15 -3.21 -1.59 1.00 0.00
ATOM 16 ND DAB 1 1.48 -3.05 -0.96 1.00 0.00
ATOM 17 HDI1 DAB 1 1.48 -2.96 0.04 1.00 0.00
ATOM 18 HD2 DAB 1 2.01 -3.87 -1.18 1.00 0.00
ATOM 19 HD3 DAB 1 2.07 -2.37 -1.39 1.00 0.00
ATOM 20 C DAB 1 -1.82 -4.62 -3.48 1.00 0.00
ATOM 21 O DAB 1 -0.70 -4.64 -4.01 1.00 0.00
ATOM 22 N THR 2 -2.94 -4.52 -4.18 1.00 0.00
ATOM 23 H THR 2 -3.83 -4.58 -3.74 1.00 0.00
ATOM 24 CA THR 2 -3.10 -4.42 -5.64 1.00 0.00
ATOM 25 CB THR 2 -4.35 -5.15 -6.12 1.00 0.00
ATOM 26 0OGl1 THR 2 -5.50 -4.64 -5.44 1.00 0.00
ATOM 27 HGI THR 2 -6.35 -4.92 -5.88 1.00 0.00
ATOM 28 CG2 THR 2 -4.19 -6.67 -5.96 1.00 0.00
ATOM 29 C THR 2 -3.02 -3.05 -6.3 1.00 0.00
ATOM 30 O THR 2 -2.29 -2.84 -7.28 1.00 0.00
ATOM 31 N DAB 3 -3.63 -2.11 -5.59 1.00 0.00
ATOM 32 H DAB 3 -4.18 -2.28 -4.78 1.00 0.00
ATOM 33 CA DAB 3 -3.67 -0.69 -6.02 1.00 0.00
ATOM 34 CB DAB 3 -5.06 -0.29 -6.50 1.00 0.00
ATOM 35 CG DAB 3 -5.44 -1.17 -7.69 1.00 0.00
ATOM 36 ND DAB 3 -6.68 -0.72 -8.31 1.00 0.00
ATOM 37 HDI DAB 3 -6.50 0.24 -8.48 1.00 0.00
ATOM 38 HD2 DAB 3 -6.77 -1.14 -9.22 1.00 0.00
ATOM 39 HD3 DAB 3 -7.49 -0.93 -7.75 1.00 0.00
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ATOM
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ATOM
ATOM
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
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ATOM
ATOM
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ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

CA
CB
CG
ND
HD1
HD2
HD3

CA
CB
CG
CD1
HD1
CD2
HD2
CEl1
HE1
CE2
HE2
CzZ
HZ

CA
CB
CG
CD1
CD2

DAB
DAB
DABN
DABN
DABN
DABN
DABN
DABN
DABN
DABN
DABN
DAB
DAB
DAB
DAB
DAB
DAB
DAB
DAB
DAB
DAB
DAB
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
DPHE
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU

N N U BN e N =) W e ) e W) S e NN e NN e e N e e N e Mo e e e NV, B0 Y Y Y BV Y Y Y Y NV N T S L T . - T L T S~ VS B OS]

-3.20
-3.22
-3.00
-3.52
-2.4
-2.77
-4.25
-4.46
-4.16
-0.89
-0.13
-0.48
-0.97
0.91
1.09
0.20
0.71
0.22
0.41
1.68
1.84
1.57
3.03
3.22
4.09
541
6.20
6.49
6.26
6.72
6.83
7.37
7.80
7.57
7.86
7.92
8.82
3.73
2.84
4.19
4.57
4.08
5.11
6.52
6.50
7.18

0.35
1.55
-0.11
-0.93
0.60
-0.09
-0.11
-1.00
-0.65
0.78
-0.18
1.99
2.82
221
3.64
3.84
5.02
5.08
5.87
5.00
2.13
2.60
1.63
1.41
1.40
0.93
1.96
1.71
0.75
3.10
3.11
2.51
2.12
3.96
4.95
3.59
4.06
0.49
-0.33
0.91
1.82
0.10
0.64
0.12
-1.38
0.32

-5.01
-5.32
-3.78
-3.53
-2.64
-1.32
-0.97

0.18

1.06
-2.83
-2.70
-3.18
-2.92
-3.57
-4.11
-5.34
-6.05
-6.92
-5.60
-6.27
-2.36
-1.26
-2.69
-3.65
-1.70
-2.31
-3.13
-4.46
-4.91
-2.53
-1.45
-5.19
-6.11
-3.23
-2.88
-4.51
-4.92
-0.52
-0.73

0.66

0.81

1.88

2.88

2.68

3.00

1.32

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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0.00
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106
107
108
109
110
111
112
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CG
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2.66

2.39

1.73

1.97

0.32
-0.48

0.07
-0.79
-1.15
-0.25
-1.52
-0.33

0.24
-0.84
-0.41
-1.72
-1.78
-0.46
-0.26

0.63
-0.96
-0.30
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-3.66
-3.73
-3.27
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-7.40
-5.18
-5.62

0.01
-0.64
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3.18
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-0.53
-1.29
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-3.01
-3.91
-2.99
-2.64
-3.03
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-2.12
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1.00
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1.00
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0.00
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Estrutura A3.2. Estrutura do lipideo A penta-acilado

TITLE LIPIDIO A PENTA-ACILADO

MODEL 1
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

O 0 N N L AW N~

A A D D W W W W LW W W W W NN NN NNIDNIDRNIDINIERN — — — = = = s
W = O O IO LA W= O O 0 I AN N A WD = O VoI L AW~ o

C4
OP1

OP2
OP3
OP4
HP4
C3
03
C31
031
C32
C33
30H3
3HO3
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C2

oC
CA
CB
OB
CB1
OBl
CB2
CB3
CB4
CB5
CB6
CB7
CB8
CB9
0CB1
1CBI1
2CB1

LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LPI
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LPI
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1
LP1

— = e e e e e e e e e e e e e ek e e e e b e e e ek e e e ek e e e e ek e e e e ek e e e

4.22
2.80
2.07
1.58
3.08
0.89
0.00
4.63
3.91
3.08
2.98
2.59
3.05
2.30
1.32
291
3.50
3.24
3.69
3.38
3.77
3.47
6.14
6.35
5.58
7.42
8.40
7.07
7.96
9.34
10.24
9.94
11.61
12.66
12.44
13.27
12.98
13.73
13.45
14.13
13.93
12.45
12.29

4.28
4.36
3.18
3.83

2.1
2.78
2.96
4.71
4.02
4.72
5.95
3.96
4.62
5.81
5.59
3.72
4.43
3.69
4.56
3.89
4.82
4.16
4.61
5.02
5.54
4.82
4.16
4.88
5.60
5.84
4.86
3.75
5.33
4.71
5.15
4.32
4.76
3.88
4.37
3.48
4.01
3.96
4.56

35.41
35.54
36.32
37.56
36.45
35.31
35.73
34.00
32.93
32.15
32.25
31.00
29.69
29.48
29.49
28.45
27.22
25.92
24.75
23.39
22.25
20.89
33.74
32.33
31.98
31.56
31.90
30.28
29.25
29.59
29.46
29.02
29.73
28.79
27.32
26.35
24.93
23.90
22.48
21.45
20.01
19.57
18.18

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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6CB1
7CB1
8CB1
9CB1
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C6
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HO6
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05
Cl
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HO4
C3
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C32
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30H3
3HO3
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C36
C37
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C39
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7.28
7.85
7.54
8.13
7.77
8.35
7.95
8.51
7.92
4.61
5.08
4.75
4.97
6.41
6.82
8.25
8.83
10.93
10.12
9.53
12.37
12.88
12.94
13.37
12.99
11.58
10.61
10.36
11.51
10.06
9.95
10.32
10.04
10.31
10.01
13.17
14.49
14.47
15.65
15.75
16.71
16.95
17.26
16.25
15.38
16.65

6.84
7.21
6.15
6.53
5.49
5.90
4.90
5.28
6.58
5.00
5.98
5.70
5.24
5.16
5.51
5.43
4.14
3.11
2.58
3.31
3.61
2.96
1.63
0.89
1.19
1.15
0.56
1.26
0.56
0.51
0.04
1.13
0.66
1.76
1.29
3.80
4.42
5.44
3.77
2.55
4.56
5.12
4.03
3.45
4.12
2.09

28.66
27.28
26.23
24.86
23.79
22.44
21.35
19.98
19.43
37.83
38.81
39.70
36.37
36.13
34.80
34.77
35.09
34.08
32.97
32.54
33.76
32.54
32.41
33.31
31.00
30.41
31.29
32.00
28.98
28.45
27.00
26.00
24.57
23.55
22.12
35.06
34.85
34.83
34.77
34.77
34.69
33.26
32.38
31.74
31.16
31.27

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
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103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

CB3
CB4
CB5
CB6
CB7
CB8
CB9
0CB1
1CB1
2CBl1
3CB1
4CBl1
5CB1
6CB1
7CB1
8CB1
9CB1
0CB2
1CB2
C5
05
Cl
OP1

OP2
OP3
OP4
HP4
CA

LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
LP2
CA2

(O S O B S I S R S R S R S I S R S R S R S R S R S S S S S A A S AV B S )

17.57
16.86
17.90
17.30
18.42
17.94
19.13
18.74
19.96
19.61
18.06
18.11
18.71
18.59
19.16
19.01
19.58
19.42
19.99
10.32
11.02
12.39
12.25
13.27
14.28
13.70
12.39
11.82

1.07

2.11
2.48
2.39
2.60
2.37
2.45
2.13
2.17
1.82
1.85
6.18
7.04
6.31
7.14
6.35
7.13
6.33
7.09
6.28
4.25
4.36
4.77
6.08
7.15
7.16
6.69
8.49
8.50
1.18

30.04
28.74
27.62
26.23
25.23
23.77
22.86
21.39
20.52
19.05
33.28
32.01
30.81
29.53
28.34
27.04
25.87
24.56
23.39
3491
36.18
36.00
35.49
36.05
34.97
37.38
36.11
36.95
36.32

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
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0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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APENDICE 4 (Exemplo de input das dinimicas e custo computacional)

Figura A4.1 Exemplo de input das simula¢des desenvolvidas para as membranas (2 esquerda) e para as polimixinas
(a direita) utilizando como TELD o campo de reacao.

title = MEMBRANE
integrator = md

nsteps = 50000000 ; 100 ns
dt = 0.002

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstenergy = 1000

nstxtcout = 1000

comm_grps = Membrane Water_and_ions
continuation = no
constraint_algorithm = 1lincs
constraints = all-bonds
lincs_iter = 1
lincs_order = 4

ns_type = grid

nstlist = 5

pbc = xyz

rlist = 1.4

coulombtype = reaction-field
epsilon-rf = 66

rcoulomb = 1.4

rvdw = 1.4

tcoupl = v-rescale

tc_grps = Membrane Water_and_ions
tau_t = 0.4 0.4

ref_t = 300 300

pcoupl = berendsen

tau_p = 1.0 1.0

ref_p = 1.0 1.0
compressibility = 4.5e-5 4.5e-5
pcoupltype = semiisotropic
refcoord_scaling = com

dispcorr = no

gen_vel = yes

title

integrator
nsteps
dt

nstxout
nstvout
nstenergy
nstxtcout
comm_grps

continuation

constraint_algorithm

constraints
lincs_iter
lincs_order

ns_type
nstlist

pbc

rlist
coulombtype
epsilon-rf
rcoulomb
rvdw

tcoupl
tc_grps
tau_t
ref_t

pcoupl
tau_p
ref_p

L I | | { R VA

compressibility

pcoupltype

refcoord_scaling = com

dispcorr

gen_vel

POLIMIXIN B

md
50000000 ; 100 ns
0.002
200
200
200
200
Protein Water_and_ions
no
= lincs
= all-bonds
g 1
= 4
grid
5
Xyz
1.4
reaction-field
66
1.4
1.4
v-rescale
PROTEIN SOL CL
0.4 0.4 0.4
300 300 300
berendsen
1.0
1.0
= 4.5e-5
= isotropic
no
yes
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Figura A4.2 Exemplo de input das simula¢des desenvolvidas para as polimixinas utilizando DM e PME como TELD (a
esquerda), e das simulacdes de DM/SA utilizando RF como TELD (a direita).

title

integrator
nsteps
dt

mnnn

nstxout
nstvout
nstenergy
nstxtcout
comm_grps

continuation =

constraint_algorithm

constraints
lincs_iter
lincs_order

ns_type
nstlist

pbc

rlist
coulombtype
rcoulomb
rvdw

L | 1 | L 1}

pme_order
fourierspacing

tcoupl
tc_grps
tau_t
ref_t

nununn

pcoupl
tau_p
ref_p
compressibility
pcoupltype

POLIMIXIN B

md
50000000 ; 100 ns
0.002
200
200
200
200
Protein Water_and_ions
no
= lincs
= all-bonds
= 1
= 4
grid
5
Xyz
1.4
PME
1.4
1.4
4 ; cubic interpolation
= 0.16
v-rescale
PROTEIN SOL CL
0.4 0.4 0.4
300 300 300
berendsen
1.0
1.0
= 4.5e-5
= isotropic

refcoord_scaling = com

dispcorr =

gen_vel =

title = POLIMIXIN B
integrator = md

nsteps = 50000000 ; 100 ns

dt = 0.002

nstxout = 200

nstvout = 200

nstenergy = 200

nstxtcout = 200

comm_grps = Protein Water_and_ions
continuation = no
constraint_algorithm = lincs
constraints = h-bonds
lincs_iter = 1

lincs_order = 4

ns_type = grid

nstlist = 5

pbc = Xyz

rlist = 1.4

coulombtype = generalized-reaction-field
epsilon_rf = 66

rcoulomb = 1.4

rvdw = 1.4

tcoupl = v-rescale

tc_grps = PROTEIN Non-Protein
tau_t = 0.4 0.4

ref_t = 300 300

;pcoupl = berendsen

ytau_p = 1.0

;ref_p = 1.0

;compressibility = 4.5e-5
;pcoupltype = isotropic
refcoord_scaling = com

dispcorr = no

gen_vel = yes

; MDSA input parameters

annealing periodic periodic
annealing-npoints 55

annealing-time
annealing-temp

@ 50 250 300 500

@ 50 250 300 500

300 600 600 300 300 300 600 600 300 300




Tabela A4.1 Descrig@o do custo computacional das simulagdes dos sistemas descritos na Tabela 3.
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Polimixina Parametros TELD Dindmica Nucleos.hora ns/dia Nucleos de
GROMOS process.
B 53A6 PME MD 422,64 68,14 12
B 54A7 PME MD 500,14 19,19 4
B 53A6 RF MD 278,05 34,53 4
B 54A7 RF MD 280,34 34,24 4
E 54A7 RF MD 289,93 33,11 4
M 54A7 RF MD 278,99 34,41 4
B 54A7 RF MDSA 301,82 31,81 4
E 54A7 RF MDSA 289,11 33,21 4
M 54A7 RF MDSA 367,76 26,10 4

Tabela A4.2 Descri¢do do custo computacional das simula¢des dos sistemas

descritos na Tabela 4.

Sistema Nucleos.hora ns/dia Nucleos de
process.
LipApenta 15163,08 37,99 240
LipAnexa 18961,40 24,30 192
LipAAra4N,penta 15211 ,27 22,72 144
LPSRepenta 17747,10 32,46 240

Tabela A4.3 Descri¢do do custo computacional das simula¢des dos sistemas
descritos na Tabela 5, sem concentragdo salina e com 6 unidades de polimixina

B.
Sistema Nucleos.hora ns/dia Nucleos de
process.
LipApenta 20631,30 22,34 192
LipAhexa 21613,51 26,65 240
LipAAra4N,penta 23709,56 24,29 240
LPSRepenta 25799,52 22,33 240
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APENDICE 5 (Desvio médio quadratico)

Figura AS.1 Relagdo entre o deslocamento médio quadratico das posi¢des dos ions Ca®" e o tempo de simulagdo
para os sistemas de membranas A) sem presenga das polimixinas e B) na presenga das polimixinas. Em preto,
estdo as curvas para o deslocamento no plano xy, em vermelho estdo as curvas para o deslocamento ao longo do
eixo z e em verde estdo as curvas para os deslocamentos em todas as diregdes (deslocamento global). Estao
representadas as curvas para as bicamadas de LipAena, LipApexa € LPSRE sem distingdo no trago, mas podendo,
as inclinagdes, ser diretamente comparadas aos valores apresentados nas Tabelas 9 e 13.
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APENDICE 6 (Publicacoes e Eventos)
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SANTOS, D. E. S.; POL-FACHIIN, L.; LINS, R. D.; SOARES, T. A. Polymyxin Binding to
the Bacterial Outer Membrane Reveals Cation Displacement and Increasing Membrane
Curvature in Susceptible but not in Resistant LPS Chemotypes. Journal of Chemical
Information and Modeling, v. 57 (9), p. 2181-2193, 2017.

Eventos

VI STINT Workshop. THE VALIDATION OF POLYMER BRUSH MODELS:
ACCOUNTING FOR NEW VARIABLES. Londres, Inglaterra, 2017.

IIT AsBioSim. SUAVE: an alternative for assessment of curved surfaces. Recife, 2017.

II AsBioSim. Polymyxin B and its mechanism of action over different membrane
chemotypes. Recife, 2016.

VII SBQ Nordeste. Modelagem computacional e estudo da Dindmica Molecular de sistemas
de Polymer Brushes frente a diferentes ambientes quimicos. Recife, 2016.



