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pelo mar desconhecido. (ALVES, 2012, p. 67).



RESUMO

Recentes implementacdes na verséo do GROMACS 2016 levaram a suspensdo de
algoritmos previamente utilizados no desenvolvimento do campo de forca GROMOS. Para
garantir a precisdo da abordagem metodoldgica atual adotada pelo GROMACS v.2016 com
parametros atdbmicos previamente desenvolvidos como uma extensdo do campo de forca
GROMOS para glicolipideos, foram realizadas simulagdes de dindmica molecular de
membranas externas bacterianas formadas por lipopolissacarideos e fosfolipideos. As
simulacdes foram realizadas em duas réplicas por periodos de 200 ns, com diferentes modelos
de agua e correcdes para o tratamento de interacGes eletrostaticas de longa distancia com o uso
de raio de corte simples de van der Waals para truncamento de interagdes baseado em grupos
de carga atdbmicos. Mais especificamente foram comparados os modelos de agua de carga
pontual (SPC) e de carga pontual estendido (SPC/E) assim como as aproximacdes de campo de
forca reacional (RF) e malha de particulas de Ewald (PME) para o tratamento de interagdes
eletrostaticas de longa distancia. Analises dos sistemas simulados mostram que, sob todas as
condigdes simuladas, as propriedades estruturais da membrana externa bacteriana reproduzem
satisfatoriamente medidas experimentais dentro das incertezas associadas a medicao. No
entanto, foi observado um pequeno aumento da fluidez da membrana externa quando o modelo
de &gua SPC/E é usado, e quando este modelo é combinado com as correcfes de RF, hd uma
reducdo da orientacdo de moléculas de dgua na superficie da membrana. Foi possivel concluir
que os parametros atdmicos derivados do campo de forca GROMOS para lipopolissacarideos
é compativel com o uso de um raio de corte simples para interacdes de van der Waals, esquema
de cargas atbmicas para as duas correcGes de interacdes de longo alcance RF e PME, e os dois
modelos agua SPC e SPC/E com a versao GROMACS 2016. Adicionalmente, caracterizamos

0s tempos de convergéncia para inimeras propriedades estruturais extraidas destas simulacdes.

Palavras-chaves: modelos de agua; tratamentos eletrostaticos de longo alcance; membrana

externa de bactéria Gram-negativa.



ABSTRACT

Recent implementations in the GROMACS 2016 version have led to the suspension of
algorithms previously used in the development of the GROMOS force field. To guarantee the
accuracy of the current methodological approach adopted by GROMACS v.2016 with atomic
parameters previously developed as an extension of the GROMOS force field for glycolipids,
molecular dynamics simulations of external bacterial membranes formed by
lipopolysaccharides and phospholipids were carried out. The simulations were carried out in
two replicates for periods of 200 ns, with different water models and corrections for the
treatment of long-distance electrostatic interactions with the use of simple van der Waals cutting
radius for truncating interactions based on groups atomic charge. More specifically, the point
charge water (SPC) and extended point charge (SPC/E) models were compared, as well as the
reactive force field (RF) and Particle Mesh Ewald (PME) approximations for the treatment of
interactions long-distance electrostatic. Analysis of the simulated systems shows that, under all
simulated conditions, the structural properties of the external bacterial membrane satisfactorily
reproduce experimental measurements within the uncertainties associated with the
measurement. However, a small increase in the fluidity of the outer membrane was observed
when the SPC/E water model is used, and when this model is combined with RF corrections,
there is a reduction in the orientation of water molecules on the membrane surface. It was
possible to conclude that the atomic parameters derived from the GROMOS force field for
lipopolysaccharides is compatible with the use of a simple cutting radius for van der Waals
interactions, atomic charge scheme for the two corrections of long-range interactions RF and
PME, and the two water models SPC and SPC/E with the GROMACS 2016 version.
Additionally, we characterize the convergence times for numerous structural properties

extracted from these simulations.

Keywords: single point water models; long-range electrostatic treatment; gram-negative outer

membrane.
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1 INTRODUCAO

A bactéria Pseudomonas aeruginosa pertence ao grupo das bactérias gram-negativas, e é
responsavel por uma ampla gama de doengas que acometem o ser humano, dentre elas a
septicemia, a pneumonia e varios outros tipos de infec¢bes agudas e crbnicas, como as
acometidas no trato respiratorio de pacientes com fibrose cistica. (2) Soluges terapéuticas para
tais doencas sdo desafiadoras devido a alta taxa de mortalidade associada, e a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia ao medicamento durante a terapia. A resisténcia antimicrobiana
representa uma ameaca emergente e persistente a satde pablica; responsavel pela producéo a
nivel extracelular de: toxinas, hemolisinas, agressinas, fatores de aderéncia e capsulas
polissacarideas. (3) A arquitetura da parede celular (representada na figura 1) é caracterizada
pela presenca de: membrana interna, periplasma, membrana externa e a camada externa
polissacaridea. A estrutura da camada externa das bactérias gram-negativas € constituida
majoritariamente de forma assimétrica por uma regido de lipidio A, revestimento polissacarideo
e pela presenca do antigeno. A membrana externa de bactérias gram-negativas € uma barreira
de protecdo critica contra agentes xenobidticos, como os antibioticos e moléculas imunes inatas
hospedeiras. Por essa razdo, a membrana externa limita drasticamente o acesso de antibioticos

e apresenta um papel critico na resisténcia de antibidticos aos patdgenos.

Figura 1 — Arquitetura da parede celular de bactéria gram-negativas.
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Fonte: Alexander, C., and Rietschel, E. T. (2001)
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As bactérias apresentam diversos mecanismos de resisténcia. Os mecanismos de resisténcia
intrinsecos mantém a integridade da membrana externa, dificultando a suscetibilidade de
permeacdo da membrana por possiveis agentes antimicrobianos e acesso de novos agentes
bactericidas.(4) Este fendbmeno pode ser observado nas ineficientes rotas para captacdo de
antibioticos das proteinas F(Omp F/C) encontradas na membrana externa, e responsaveis por
cerca de 75% do transporte para a regido intracelular.(5) A hidrofobicidade da bicamada da
membrana externa faz com que a permeabilidade de macromoléculas carregadas sejam pouco
eficientes. De forma geral, a captacdo de pequenas moléculas hidrofilicas fica reduzidas a
pequenas porcdes da membrana externa. Para reduzir a resisténcia intrinseca das bactérias
gram-negativas é necessario utilizacdo de agentes seletivos que apresentem energia para vencer
a barreira de permeabilidade das membranas externas, como grupos de antibidticos polimixina,
proteinas catibnicas, peptideos, poliaminas, agentes quelantes como acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) ou acido nitriloacético (NTA). (6) Estes atuam desestabilizando interacoes
fortes entre a rede LPS-cation na superficie bacteriana. Ao utilizar cations divalentes, a ligacao
desses com os grupos fosfato da camada interna contribuem significativamente para a
resisténcia de agentes antimicrobianos hidrofobicos, neutralizando a superficie externa da
membrana. Resultados experimentais sugerem a tendéncia de mudanca de comportamento em
diferentes ions, principalmente dos ions célcio em lipidio A, correlacionando fluidez da
membrana e farmacocinética. (7) Analises mais detalhadas de propriedades reoldgicas e
termodinamicas sdo ainda de dificil medicdo experimentalmente, principalmente em funcéo de

variacdes na conformacado do LPS em diferentes sistemas. (8)

11 COMPOSICAO E ESTRUTURA DO SISTEMA

O sistema estrutural é composto pelo LPS-rough. As trés principais regides dessa estrutura
sdo: lipidio A, inner core e outer core.(9) O lipidio A liga-se a longas cadeias polissacarideas,
que irdo caracterizar a hidrofobicidade do sistema, resultando na resisténcia antibidtica
observada. Essas sdo constituidas por duas moléculas de glucosamina ( 3-acetil amino-3-
desoxi-D-glucose) ligadas covalentemente na posi¢cdo 1-6, fosfatada em 1-4 e acilado nas
posicdo 2-3, como descrito na se¢do pontilhada em verde a direita, referente ao lipidio A, na
figura 2. As cadeias aciladas ligadas ao lipidio A sdo compostas de por &cido 3-
hidroxidecandico(com 10 carbonos na cadeia) e por acido dodecandico( com 12 carbonos na

cadeia).
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O lipidio A ancora as moléculas de LPS-rough no inner core (cadeias localizadas na regido
galU e Lipid Re) e outer core da membrana bacteriana (cadeias glucose e ramanose, localizadas
em rmIC) na figura 2. A regido interna € normalmente construida através do acido 3-desoxi-
Dmannoct-2-ulosénico (KDO) (em rosa) e L-glicero-D-manno-heptose (LD-Hep)(em verde).
As funcdes anidnicas do sistema recebem contribui¢des dos KDO e de LD-Hep acima descritos,
devido aos grupos carboxilicos em 5-6 presentes em um e aos grupos fosfato ligados ao carbono
C2, C4 e C6 do outro, respectivamente. Os grupos carregados na estrutura de LPS, como grupos
cabecas polares em fosfolipideos sdo importantes para a organizacdo molecular e funcGes da

membrana bacteriana externa, pois ligam-se a cations divalentes. (10) Essas ligagdes garantem

Figura2 — Desenho esquematico dos quimiotipos e cadeias carbdnicas da estrutura LPS-
rough. Composta pelo Lipideo A - com dois radicais fosfato(em rosa) e cadeias
aciladas de &cidos dodecanoico e 3-hidroxidodecanoico nas cadeias D-
glucose(em azul); pelo Lipideo Re - com dois radicais carboxila (em roxo
escuro) nas cadeias 3-desoxi-Dmannoct-2-ulosonico (KDO)(em salm&o); pelo
galU - com trés radicais fosfato(em rosa) na primeira heptose(em verde) e um
radical carboxila(em roxo escuro) ligado a 2-(2-L-alanil)-2-desoxi-D-
galactosamina(em laranja); pelo rmIC - caracterizado por trés glucoses(em
roxo); e por rhamanose(em amarelo) e glucose(em roxo).
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Fonte: A autora (2019)
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a integridade estrutural da membrana por meio da forga do carater ibnico dessas ligagdes. (11)
Na regido do outer core temos a 2-(2-L-alanil)-2-desoxi-D-galactosamina (em laranja) ligada
covalentemente a sequéncias de glucose(em roxo), tendo adicdo de L-Rhamnose. A descricéo

do sistema quimicamente detalhada também pode ser encontrada na figura 3.

O ndcleo rough conecta-se a regido antigeno O, formada por uma repeticdo variavel de 3-5
unidades de acUcar, tipicamente hexoses. O antigeno O pode ser observado esquematicamente
na camada mais externa da figura 1. Este apresenta alta variabilidade estrutura e determina a
especificidade sorotipica das moléculas de LPS, ao passo que o lipidio A, citado anteriormente,
é o0 ativador da resposta imune em mamiferos. As formas agonisticas de LPS podem induzir
aumento de resisténcia imunologica geral contra infeccdes microbianas e virais, reforcando as
respostas imunes especificas a antigenos como adjuvantes, ou evocar sintomas patolégicos
graves caracteristicos.(6) Estimulos ambientais ou mutacGes genéticas desencadeiam bactérias
a expressar LPS sem a cadeia especifica O, o LPS rough, estrutura presente nesse trabalho.
Esse fenotipo, que foi utilizado nesse trabalho, apresenta oligossacarideos principais de
comprimento e sequéncias variaveis, que serdo chamados de quimiotipos. As modificacdes
quimicas associadas a remodelacdo da membrana bacteriana sdo frequentemente expressas por
transi¢cGes conformacionais de LPS com dependéncia de temperatura e concentracdo de cations.
A natureza do céation também se mostra como uma variadvel relevante, preferencialmente
quando se trata de cations divalentes, que experimentalmente, agregam-se ao LPS e aumentam

a resisténcia bacteriana. (12)

Alguns agentes atuam de forma seletiva contra bactérias gram-negativas, de modo a
aumentar a permeabilidade da membrana externa pela destabilizacdo das interacdes firmes
entre LPS-cation na superficie da bactéria. A caracterizacdo experimental de estruturas
dindmicas da bicamada lipidica a resolugdo atdmica ou atbmica-proxima ndo é facilmente
atingivel nem mesmo para sistemas compostos por um unico tipo de lipidio. Isto é
principalmente devido a sua grande fluidez e falta de ordem de médio e longo alcance. A
complexidade quimica e o polimorfismo dindmico das moléculas de LPS faz a caracterizacao

estrutural das membranas um desafio ainda maior.
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Figura 3 — 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

N
Outer Core

Inner Core
] = -
. - 2 e

o

Lipid-A

Fonte: T. Straatsma e T. Soares. (2009)

1.2 SIMULACOES COMPUTACIONAIS E DINAMICA MOLECULAR

SimulacBes computacionais sdo ferramentas de interconexdo entre teoria e préatica, capaz
de validar modelos e observar quantitativamente medidas experimentais que apresentam
barreiras fenomenoldgicas ou limitacbes experimentais. Os métodos de simulacéo
computacional mormente utilizados na atualidade baseiam-se em principios fisicos
matematicos robustos, sdo estes a dinamica molecular (DM) baseada em modelos
deterministicos da natureza, e o0 Monte Carlo (MC), baseado em modelos estocasticos de
eventos. Os dois métodos de simulagdo computacional abordam problemas reais a partir de

diferentes principios, podendo convergir a uma mesma concluséo, baseado no principio da
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ergodicidade, dependendo do fenémeno considerado e do tempo de simulagéo. Simulagdes em
MC nédo consideram informacdes sobre evolucdo temporal, sendo representativo em
probabilidades conformacionais e comportamentos termodinamicos, tais como energia livre. O
espaco de integracdo é amostrado de acordo com um processo Markoviano e a integral é

aproximada pela média dos estados amostrados correspondentes. (13)

A DM estuda a evolugdo temporal das coordenadas e 0s momentos de estruturas
macromoleculares. A obtencdo da trajetdria se da atraveés das equacdes newtonianas. A
trajetoria € importante na avaliacdo de parametros dependentes do tempo, como a
acessibilidade de uma determinada superficie molecular. (13) Simula¢bes de DM
proporcionam a investigacdo de propriedades dinamicas dos sistemas, tais como coeficientes
de difuséo, resposta a perturbac6es e funcdes de autocorrelacdo estrutural dentre uma gama de
possibilidades de analise. (14), (15) A simulacdo de DM continua sendo uma das principais
ferramentas para investigar as propriedades dos modelos de membranas biolégicas em nivel
atbmico ou semi-atdmico, trata-se de um método robusto para validar os rearranjos espaciais e
temporais de organizacdo das bicamadas lipidicas durante a fusdo da membrana, fissdo ou

porosidade e assim por diante.

A confiabilidade das simulacdes de dindmica molecular depende da precisdo dos potenciais
interatdmicos, ou campo de forca, para reproduzir a estrutura lipidica e fases sob condic¢Ges
varidveis de temperatura, hidratacdo, pH e heterogeneidade composicional, por exemplo. A
capacidade de reprodutibilidade adequada de um campo de forca em relacdo ao sistema
experimental s6 pode ser obtido através de comparagfes sistematicas dos sistemas simulados
em relacdo as medigdes experimentais. De modo que a aptiddo do campo de forca dado para
reproduzir corretamente os dados experimentais podem ser avaliados através de comparagdes
sistematicas das propriedades do sistema em relagdo as medidas experimentais. €, no entanto,
fundamental distinguir a medicdo direta, da medicdo a partir de dados indiretos, obtidos
experimentalmente. A primeira é inferida a partir de dados primarios e se baseia em suposicoes
de um determinado modelo. Exemplos de metodologias indiretas para as bicamadas lipidicas
sdo raio-X e fator de forma de néutrons dos experimentos de espalhamento; relaxamento de H,
C e P e uma divisdo quadripolar em espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).
(16),(17),(??) A érea da secgdo transversal por lipido, espessuras de bicamada lipidica,
parametro de ordem de ligacdo de coeficiente de difuséo lipidica sdo exemplos de medicGes
obtidas atraves dessas metodologias. A partir do exposto, podemos intuir que medicdes

experimentais diretas para membranas ainda sdo desafiadoras, quando comparadas as
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metodologias computacionais. No entanto, ha progressos recentes no desenvolvimento de
bicamadas lipidicas suportadas compostas de modelos de membrana externa passivel de

caracterizacdo por técnicas estruturais.

Ao considerar simulagdes computacionais dos modelos de membrana externa para LPS, 0s
parametros experimentais utilizados no campo de forca (nesse caso, 0 GROMOS, detalhado
posteriormente) irdo definir de forma atomistica o grau de interacdo entre as moléculas. O
campo de forca GROMOS, assim como outros modelos atomisticos, por si s6 ndo é capaz de
calcular os efeitos de polarizabilidade entre as interacdes entre os pares. A simulacéo a nivel
quantico dos efeitos de polarizabilidade torna o calculo das interacBes para sistemas grandes
inviavel. Um modelo computacional de parametros de cations que reproduza de forma implicita
as caracteristicas experimentais é desejavel. O estudo seguinte visa validar os parametros para
LPS para o campo de forca GROMOS através de dindmica molecular frente a diferentes
tratamentos eletrostaticos de longa distancia e modelos de agua (SPC e SPC/E), com intuito de
validar esses parametros para as novas versdes do programa GROMACS v.2016 que

descontinuaram a utilizacdo do esquema de tratamento de longa distancia Reaction Field (RF).
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2 METODOLOGIA
2.1 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1.1 Ensembles Termodinamicos

A partir das técnicas de simulacdo molecular é possivel entender e predizer
comportamentos de sistemas da natureza, como as biomoléculas. O entendimento em termos
macroscopicos advém das transformac6es de informacoes, tais como posicGes atdbmicas, forcas
e velocidades. (18) Vérias conformagdes energéticas sdo possiveis e para predi¢do acurada da
conformacdo mais provavel sdo utilizados os célculos de energia de minimizacdo que
identificam as configuracGes do ponto de minimo individual no sistema. As fungdes de
mecanica estatistica podem ser utilizadas para derivar a funcdo de parti¢do (para o calculo de
propriedades termodindmicas) e determinar as configuracdes de minimo ao longo da superficie
de energia. Para o célculo da propriedade A (média no tempo) sdo considerados 0s momentos
(pN(1)) e a posicdo (rN(t)) para a N particulas que compdem o sistema, calculados através da

integral do valor médio considerado um intervalo infinito, descrito na equagéo 2.1.

Apeq = lim 1/71 / | AN (), 7N (t))dt
o= tm 177 [ 46N 0. 0) o

Diante da inviabilidade da resolucdo da equacdo 2.1 para todas as particulas do sistema,
considerando-se que os sistemas apresentam uma ordem de 10?3 particulas, utiliza-se da
mecanica estatistica, tratando o sistema como um ensemble, ou seja, um conjunto imaginario
de microestados de um grande numero de sistemas em diferentes estados quanticos com
atributos macroscéopicos comuns, em que as variaveis termodindmicas sdo mantidas constantes
ao longo da simulacdo. As possibilidades estruturais de um sistema representado por cada
microestado dentro de um ensemble pertencem a um espaco de fase. (19) Considerando-se a

média temporal pela média no ensemble descrita na equacédo 2.2 abaixo:

<A>= dp"drA(p™,rM)p(p",r") (2.2)

<A> representa a média da propriedade A sobre todas as réplicas dos ensembles gerado pela
simulacdo. A densidade de probabilidade é representada por p(p,rV), a posicdo determinada
por rN. Cada microestado tem um peso sobre o ensemble que é proporcional a sua energia por

meio de (equacéo 2.3):
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K(p",r) = exp(~E(p",r")/keT) (2.3)

E(pN,rN) é a energia, ks a constante de boltzmann e T a temperatura. A probabilidade de cada
microestado na funcdo de particdo tem peso proporcional a sua energia e é representado pelo

somatorio de todas as N particulas por meio da equacdo 2.4:

Q(T) — XefEi/(RT) (2.4)
i=1
Compondo a equagéo :
. : I((pf\""]\)
N ‘ 7,1’\ .
p(p™ ) 0 25)

Em sistemas NVT o hamiltoniano pode ser considerado igual a E(p",rV), em que energia
cinética é depende do momento das particulas, enquanto a energia potencial é representada pela
posicdo. Em dindmica molecular é comum o sistema ser determinado por condi¢cGes com
constante numero de particulas (N), volume (v) e energia(E), conhecido como microcandnico
(NVE). A maioria dos experimentos alvo de simulaces é realizado a volume e temperatura
constante, ensemble candnico (NVT), ou a pressdo e temperatura constante, ensemble
isobaricoisotérmico (NPT). (19) A funcdo de particdo é geralmente escrita em termos do
Hamiltoniano, H; para um sistema N de particulas, a funcdo de particdo para o ensemble

candnico monoatémico € representado segundo a equacao 2.46 (20):
N N

Qnvr = %h% / / d‘PNd?"N eXP[_H(zT;)] 2.6)
O termo N! no denominador garante que o nimero de microestados ndo sejam calculados mais
de um vez para sistemas ndo discretos, preservando a existéncia de um limite termodinamico
para os sistemas. i garante a indistinguibilidade das particulas, o segundo termo iguala a
funcdo de particdo a particula na caixa, sistema em que considera-se constante nimero de
particulas, volume e temperatura. O termo h®\ garante a adimensionalidade do resultado, uma
vez que h caracteriza-se como uma unidade de acdo, geralmente tomada como a constante de
Planck. Os métodos de amostragem podem ser Monte Carlo (MC) ou Dindmica Molecular
(DM). Em MC cada simulagéo depende apenas da configuracdo predecessora e nao de qualquer
outra configuracdo visitada anteriormente. As configuracdes sdo geradas aleatoriamente e
existem critérios especiais para aceitar ou refutar a nova configuracdo. Esses critérios visam

garantir que a probabilidade de uma determinada configuracéo ser igual ao fator de Boltzmann.
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Ocorre que naturalmente, de modo a representar a realidade os estados de baixa energia sdo
gerados com maior probabilidade que as configuracGes de alta energia. Em MC cada
configuracdo que é aceita, os valores das propriedades desejadas sao calculadas e ao final do

calculo das médias dessas propriedades € obtida por

M
1 .
<A>=— E A(rM)
M i=1 2.7)

Onde M ¢é o numero de passos de tempo. Na DM cada simulacédo é considera, calculandose o
tempo médio das propriedades. As equacGes de movimento de newton conferem uma
configuracdo ndo aleatoria. Fazem uso de metodologia deterministica, onde o estado do sistema
em qualquer futuro deve ser previsivel. Nessas equacao os potenciais simples assemelham-se a
esferas-rigidas. Dessa forma, as colisbes sdo perfeitamente elasticas, e ocorrem quando a
separacgdo entre os pares esféricos sdo iguais a soma dos raios. Apos a primeira colisdo, novas
velocidades de colisdo sdo calculadas, partindo da conservacdo do momento linear; As médias
termodinamicas séo obtidas através de 2.8:
M
111 2. A", )

1=

< A>=

(2.8)

Neste trabalho foi feito uso do método de DM com uma representacéo atomistica do sistema
através de campo de forca aditivo classico. A seguir faremos uma explanacdo do método de

dindmica molecular e das escolhas feitas em nosso protocolo de simulacao.

2.1.2  Campos de Forca Aditivos

Campos de forca sdo expressGes matematicas que descrevem a dependéncia da energia com
as coordenadas de suas particulas. Os parametros sdo obtidos tanto por meio de célculos ab
initio ou semi-empiricos de mecanica quantica, como através de difracdo de néutrons, raios-X
e elétrons, NMR, infravermelho, Raman e espectroscopia de néutrons. O conjunto de moléculas
é definida como um sistema de forcas elasticas simples (harmonica), desta forma o campo de
forca substitui o verdadeiro potencial por um modelo simplificado valido na regido que esta
sendo simulada, capaz de reproduzir propriedades de interesse do sistema simulado. (21) Ao
realizar uma simulacéo de DM é importante perceber que cada molécula possui caracteristicas
individuais como ligacdo interatbmica, angulo, raio atdmico, distribuicdo das cargas, sua

habilidade de interagir com outras moléculas e compostos quimicos. O calculo da energia
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potencial do sistema importa na medida em que caracteriza a interagdo entre moléculas ou
mesmo o comportamento entre soluto e solvente. O principal papel do campo de forca é
descrever propriedades da molécula como sua geometria, energia conformacional e
estereoisomérica, barreiras de torcao, deformacdo de torsdo, frequéncia vibracional e calor de
formacédo. (22) O campo de forga precisa representar as interagdes atdbmicas e moleculares, de
modo a reproduzir as propriedades e mecanismos do processo de interesse. De modo geral, 0
campo de forca relaciona 0 modelo matematico (forma funcional) e os pardmetros atbmicos ou
moleculares associados ao sistema molecular de interesse. Campos de forga s&o modelos
empiricos e devem ser escolhidos de modo a representarem adequadamente o sistema de
interesse. Uma das principais caracteristicas desejaveis de campos de forca é a transferibilidade
da forma funcional e dos parametros associados, isso significa que um conjunto de parametros
em comum pode ser utilizado para modelar uma série de moléculas semelhantes, ao invés de
determinar novo grupo de parametros para cada nova molécula. A forma funcional deve ser o
compromisso entre acuracia e a eficiéncia computacional. (23) Normalmente o campo de forca
é separado em duas categorias entre 0s parametros intermoleculares e moleculares, que sédo no
primeiro caso, 0s termos representativos das interacdes ligadas dos atomos em "i)"e os termos

referentes as interacdes ndo ligadas, citadas em "ii)".

i) Termo representativo de interacdes ligadas: estiramento de ligacdes, vibracdes de
angulos,
rotacdo de diedros, manutencdo de atomos em planos, adaptadas segundo equacgdes descritas
no capitulo 4 de Leach (23):

Zkb (b—by) +Z —Ag (0—0y) -I—Zko [cos(nop+o)+1]+ Z —kgw wo)?

ligaes nquh)s torso Imprprios

(2.9)

em que kp representa a constante de forca do potencial de estiramento, b representa o
comprimento das n ligacGes (distancia minima para que as condi¢des periddicas de contorno
sejam aplicadas) e bo 0 comprimento de referéncia. O segundo termo somatdrio da equacéo 2.9
representa o termo de curvatura de angulo de ligagdo, em que kg € a constante de forca, 9 valor
do angulo de ligagdo em uma dada configuragdo e 6o a ligacdo angular de referéncia. O terceiro
termo representa o potencial de tor¢do, que descreve a energia potencial do sistema molecular
em funcdo da rotacdo em torno de cada angulo diédrico. Vale ressaltar que as energias

envolvidas, nesta interacdo, sdo significativamente mais baixas do que no estiramento de
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ligacdo e flexdao de angulo, vistos anteriormente. Nesta equacédo, 0s termos n e ¢ representam o
potencial diedral e o angulo entre os dois planos descritos na equacao, enquanto o termo o
representa a fase do potencial 2.9. O ultimo termo representa o potencial torsional improprio,
também conhecido como torcao fora do plano, utilizado para manter a conformacéo planar de
4 atomos e calcular o angulo a partir de um valor de referéncia w.(24) A partir dessa
caracteristica, consegue descrever de forma correta a geometria e quiralidade do a&tomo.(22) O
parametro k:determina a rigidez do potencial, enquanto « determina o valor de equilibrio do
somatodrio. (25) A figura 4 representa de forma esquematica os ligacdo, angulos, torsdo e
diedros improprios descritos na equagdo acima.

ii) Termo representativo das interacBes ndo ligadas: interacdes eletrostéaticas e de van
derWaals

(1_1 \(l

Cha(i, a1l qigs
3 S @D gy gy 4

i j=itl o i (2.10)

onde Ci2(i,j) é o coeficiente de repulsdo de van der Waals para as interagdes entre os a&tomos

ou sitios i e j. Ce(i,j) € o coeficiente de dispersdo e rija distancia entre os sitios.

Caali,j) = 4ec™ (2.11)

Co(i,j) = 4ec® (2.12)

em que ¢ é a profundidade do poco potencial, o é a distancia entre os dois sitios onde o potencial
de van der Waals é zero. O segundo termo da equacdo (2.5) descreve a interacdo couldmbica

de longa distancia em que g e gj representam as cargas das particulas.

Figura 4 — Representacdo das principais interacBes envolvidas que compdem a
modelagem de campos de forca, sendo os potenciais, referentes as interacdes
intramoleculares: ligacdes, angulos e diedros, respectivamente, em (a), (b), (c)
e (d).
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® »
o—9 N 3 S

=9
) Ligacao (d) Diedros proprios
. —»
\/

Angulos Diedros improprios

(a) (c)

Fonte: Sun Q. (2020)

A dinamica molecular € um método baseado nas leis de movimento de Newton, cujas
energias de interacdo interatbmica obedecem ao principio da conservagdo do momento linear.
Para a representacdo de uma grande quantidade de &tomos, o sistema é visto como massivo,
sendo calculado através de potenciais continuos pela metodologia de diferencas finitas. Pode-
se assumir as posicoes e propriedades dindmicas como expansdes da séries de Taylor:

r(t + At) = r(t) + At - v(t) + LA, a(t) + NS b(t) + ...

ol 3! (2.13)

Onde v(t) representa a velocidade, a(t) a aceleracdo, b(t) a terceira derivada e assim por
diante. Para atualizacdo das posicOes e aceleracdo das interacdes sequenciais utilizam-se
algoritmos de integracdo, dentre os quais o algoritmo Leapfrog foi utilizado neste trabalho e
sera detalhado em secdo posterior. Ao expressar 0 sistema como uma série de Taylor
diferenciavel é necessario determinar o ponto de truncamento de modo que este represente o
menor custo computacional, com resultado em ordem de grandeza satisfatoria. A série de
poténcia é representa cortando o primeiro termo de forma arbitraria, o segundo termo cortado
é aquele o qual temos um valor de reg minimo, truncando no primeiro valor ndo nulo, de forma
que

1 2
V(T{Lb) = 5 : knb : ('r(}b - rf?f),fffi) (214)

k representa a constante de forca para o sistema harménico.

A maioria dos campos de forga utilizados em simulacGes de dindmica molecular de

proteinas compartilham um ndmero significativo de similaridades. Os termos harmoénicos
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descrevem o comprimento de ligacdo e os angulos, a série de Fourier descreve as torcdes,
interacdes atbmicas emparelhadas sdo descritas através das equacbes de Lennard-Jones e
funcéo Coulébmbica. (19) As principais diferencas entre os varios campos de forca resultam das
diversas abordagens adotadas para derivar os parametros individuais. Alguns exemplos a serem
citados séo os campos de forca AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement),
OPLS (Optimized Potential for Liquid Simulations), CHARMM (Chemistry at Harvard
Macromolecular Mechanics) e GROMOS (Groningen Molecular Simulation), utiliza &tomos
Unidos para representar grupos ndo polares de CH, CH2 e CH3 de hidrocarbonetos como uma
particula Unica que permite atingir uma aceleracdo cerca de trés vezes maior em relacdo a
simulacdes atdmicas, desenvolvido para reproduzir propriedades termodinamicas de liquidos
puros e as entalpias de solvatacdo de diferentes moléculas em solugéo. (26), (27), (28), (22),
(29) A calibracdo e validagdo dos campos de forca sédo focados em reproduzir as propriedades
de proteinas solvatadas em &gua ou caracteristicas de membranas puras. Neste trabalho foi

utilizado o campo de forca GROMOS para modelar o comportamento do sistema em estudo.

2.1.3  Modelos Explicitos de Agua

A 4agua é tida como o solvente mais comum em sistemas bioldgicos. Subsequentemente,
uma das principais caracteristicas da molécula de agua € a sua polarizabilidade, bem como a
sua capacidade de formar ligacfes de hidrogénio com carater doador ou aceptor. Ao realizar
simulacdo com modelos de &gua, faz-se necessario a que esses sejam representativos nas
condicbes de interesse da simulacdo, uma vez que a agua pode apresentar diversas
conformacg@es com a variacao das suas condi¢cdes, como € comum ocorrer com as mudancas de
temperatura, por exemplo. De forma geral, 0s modelos de agua utilizados em simulacédo podem
ser divididos em trés categorias. A primeira dela é a de sitios de interacdo simples, em que para
cada molécula de 4gua mantém-se uma geometria rigida e a interacdo entre as moléculas é
descrita usando os termos ndo ligados. A segunda é a de modelos flexiveis, essas apresentam
mudancas internas na estrutura. Nesse caso, a flexibilidade é alcancada usando termos de
alongamento de ligacao harménica para as ligacbes OH e termos de flexao de angulo harménico
para o angulo HOH. Os ultimos sdo os modelos em que o carater de polarizacdo é expresso de
forma explicita. No caso de sistemas com nimero elevado de moléculas de dgua ndo é comum
a utilizacdo de termos explicitos, devido ao custo computacional associado. (30) O que sera

percebido nos modelos utilizados nesse trabalho.
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Os modelos de 4gua mais utilizados para representar modelos biol6gicos computacionais
séo transferable interaction potential (TIP3P), simple point charge (SPC) e simple point charge
extended (SPC/E). Os trés modelos citados anteriormente apresentam um tnico ponto de carga
no nucleo, mas diferem: na distribuicdo de carga (SPC apresenta modelos tetraédricos de
carga), nos parametros de van der Waals e na geometria.(31) E curioso notar que o modelo TIP,

diferentemente de SPC e derivados, ndo apresenta o segundo pico na distribuicéo radial

(representada esquematicamente na figura 11). Ao longo deste trabalho apenas o modelo SPC
e SPC/E serdo trabalhados. Dessa forma, os dados apenas desses modelos serdo expostos em
tabela 1. (32),(33)

Tabela 1 - Parametros de campo de forca e propriedades selecionadas para simple point
charge (SPC) e extended simple point charge(SPC/E), modelos de agua a 300
K e condicOes de simulagdo idénticas. Com carga de cada atomo (gH e go, em
eltrons)®®, o angulo entre as ligagdes H-O ( ®non, em graus)®, o raio da
ligacdo H-O ( ro-n, em nm)Y, constante dielétrica de Lennard Jones (¢, em
kJ/mol)®, distancia em que o potencial intermolecular entre as duas particulas
é zero (o em nm)', energia potencial (Epotem kJ/mol9), momento de dipolo (D,
em debye)", e coeficiente de autodifusdo (D, em 10 5cm?/s)'.

Modelo SPC SPC/E
qu(e)® 0,41 0,4238
go(e)° -0,82 -0,8476

®HoH(graus)© 109,47 109,47

ro—n(nm)¢ 0,0100 0,0100
c(kd/mol)e 0,65017 0,65017
a(nm)f 0,31656 0,31656

Epot(kJ/mol)? -41,3(0,16) -46,4(0,18)

Dipolo(D)" 2,27 2,39

D(10 5cm?/s) 4,5(0,08) 2,8(0,02)

Fonte : <nist.gov.br> (2020)

Durante as simulagdes computacionais da agua, é desejavel que os modelos representados
apresentem boa concordancia com os modelos experimentais. Um dos fatores que devem ser
observados para a concordancia entre os modelos é o comportamento dinamico do soluto em
relacdo ao solvente, isso se da em consequéncia das multiplas colisdes randdmicas entre eles.

E vélido notar em consequéncia disso, que ao simular biomoléculas em dinamica molecular o
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solvente ¢ inserido de forma explicita. Ademais, devido a essa condi¢éo, uma das principais
caracteristicas da agua que podem afetar as simulaces, trata-se da polaridade da molécula. A
fim de determinar propriedades fisico-quimicas € importante entender o efeito da
polarizabilidade em relagdo aos potenciais de pares efetivos. Tendo como exemplo nos modelos
SPC e derivados, a auséncia de polarizabilidade ndo gera reprodutibilidade de algumas
propriedades. Outrossim, a relacdo cooperativa entre as ligagfes intermoleculares e a
polarizacdo € perdida, quando a polarizacdo ndo € bem representada. Sem o efeito de
polarizacdo entre os potenciais puros, ndo ha como reproduzir as propriedades do estado
condensado, comuns nos sistemas grandes. (34) Em modelos de &gua polares, a média dos
efeitos de polarizagdo esta contida no potencial efetivo de pares. A inclusdo dessa correcdo nos
modelo de agua SPC, em relacdo a outros modelos, conseguiu melhorar a adequacdo de
densidade, de funcdes de distribuigdo radial e da constante de difusdo. As diferengas nos pares
potenciais geram diferencas significativas nos coeficientes de autodifuséo e no comportamento
da funcdo de distribuicdo radial. O momento de dipolo extraido por raio-x para a &gua no seu
estado liquido varia entre 2,4 a 3,0 D. (35) O estudo de Badyal et. al mostra por difracdo de
raio-X um resultado 2,95 (0,6) D a temperatura de 300 K. (36) Nos modelos de agua tedricos
ndo polarizaveis temos um padrao de variacdo entre 2,1 e 2,4 D, assim como pode ser percebido
para 0s modelos SPC (2,27 D) e SPC/E (2,39 D), expressos na tabela 1.

Uma das caracteristicas das ligacGes de hidrogénio da dgua é o seu carater extremamente
direcional. A forca das ligacdes de hidrogénio (em torno de 5 kcal/mol) sdo normalmente
intermediarias entre as interacGes fracas de van de Waals (em torno de 0,3 kcal/mol) e as
ligacbes covalentes (em torno de 100 kcal/mol). (37) Os modelos de agua podem ser
considerados como rigidos ou flexiveis, permitindo todos os graus de liberdade para as ligac6es
OH e para os angulos entre HOH. (38) Ao analisarmos os parametros dos modelos de agua
SPC e SPCIE, é possivel perceber um maior momento dipolar de SPC/E em relacdo a SPC,
devido ao aumento das cargas pontuais em H e O. De modo geral, em simulagdes com modelos
de agua nédo polarizaveis 0 momento de dipolo é subestimado. Ao desconsiderar o efeito de
polarizabilidade da 4gua sabemos que o hamiltoniano no momento de dipolo induzido ira
considerar apenas a média do dipolo e ndo a sua flutuacdo. (39) Variacdes na flutuacdo
permitem a andlise do espalhamento e dispersdo, que passam a ser significativos em longas
simulacbes. A mudanca de parametrizacdo de SPC/E em relagdo a SPC advém justamente da

necessidade de correcédo de polarizagédo. A energia de polarizacéao, ou seja, o custo para distorcer
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uma molécula ao seu estado polarizado, representa 3,74kJ/mol para dgua SPC, enquanto
5,22kJ/mol para agua SPC/E. (34) De forma geral, SPC/E apresenta valores acurados para
densidade e auto-difusdo, tendendo a extrapolar nos valores de entalpia de vaporizacdo e
subestimar a constante dielétrica. (40) A diferenca na carga de oxigénio de SPC/E também é
responsavel por maior acuracia na viscosidade em relagdo a SPC. A viscosidade a 300 K com
sistema de condicGes periddicas de SPC é 0,54, SPC/E € 0,82, enquanto a viscosidade da agua
experimental é 0,85. (14) Ao comparar sistemas periddicos utilizando-se RF percebe-se que
variagOes na constante de permissividade sdo capazes de gerar variacdes significativas na

viscosidade. (41) As principais caracteristicas sdo descritas na tabela 1.

Segundo o0 manual do GROMOS além da influéncia dos modelos de &gua, o tamanho do
sistema pode influenciar o comportamento da distribuicdo radial do primeiro e do segundo pico
de solvatacdo, como exemplo, simulacdes a partir de 820 moléculas podem apresentar seus
picos menos largos. (42) Declara também que a escolha do raio de corte pode ter influéncia na
alturas dos picos de interacdo O-O, quando o tratamento eletrostatico de longa distancia
escolhido € RF.

Para RF e GROMOS, o modelo SPC ainda se apresenta como o mais ajustado.

2.1.4  Algoritmo de Integracdo Leapfrog

Em simulacdes de dindmica molecular classica ha a requisicdo de esquemas eficientes de
escalonamento de tempo, que aproximem a dinamica ao longo de varios passos, considerando
0 custo computacional e conservacdo de energia. E comum nesse caso a discretizagio do
sistema. A presenca de diferentes potenciais interatdmicos no modelo impde restricdes severas
ao passo de tempo da integracdo numérica de esquemas explicitos. Ao simular sistemas grandes
é desejavel manter o numero de graus de liberdade o menor possivel. De modo geral, a
correlacdo das forcas com a posicao e a velocidade da particula i precisa ser incorporada nas
equacdes de movimento da particula em questdo, enquanto contribui¢cdes ndo correlacionadas
(o index) podem ser representadas por forcas aleatorias. (34) As metodologias mais comuns
utilizam otimizagdo estocéstica, na qual a busca pela solucdo envolve aleatoriedade em algum

sentido. O potencial de forca médio dos modelos pode ser representado pela equacao 2.15:

Vin(Xi) =<V (Xi,Xa) >« (2.15)
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Um dos algoritmos mais famosos na realizacdo dessa tarefa é o algoritmo de Verlet, onde as
posicdes das particulas em um instante qualquer da simulacdo dependem da posi¢do no instante
anterior e das forcas que agiram sobre ele. (43) A representacdo matematica do algoritmo de

Verlet pode ser visto na equagéo 2.16:
X(th + At) = 2x(tn) — X(th— At) + m1F(tn) - (At)2+ O[(At)*] (2.16)

O indice n denota 0 nimero de passos de integracdo. Podemos perceber que nesse sistema
apenas as poténcias pares de At ocorrem. Podemos perceber também, a partir da equacéo acima,
que em Verlet as velocidades ndo se apresentam de forma explicitas e os elementos de ordem
zero se cancelam, decorrendo em um controle pouco eficiente da energia cinética do sistema.
Caso seja necessario, as velocidades podem ser calculadas através de outra férmula, sendo este
um problema associado ao método. Leapfrog é um algoritmo derivado de Verlet. Leapfrog
deriva-se de expansdes de Taylor, fazendo uso das leis de Newton e sendo dependente da
definicdo do passo temporal. (44), (45) Atraves desse algoritmo de integracdo é possivel
determinar ambas, a velocidade e posi¢cdo de uma configuracdo especifica, no entanto o
momento € calculado em um intervalo de tempo distinto, de modo que a conservagao de energia

nédo pode ser testada. No algoritmo Leapfrog temos as equagdes 2.17 e 2.18:

V(th + At/2) = v(tn — At/2) + m1F(tn) - At + O[(At)*] (2.17)

X(th + At) = X(tn) + V(ta + At/2) + O[(AL)%] (2.18)
A vantagem do método de integracdo Leapfrog é devido ao esquema de integracdo da
velocidade se dar de forma explicita, sendo possivel o acoplamento do sistema a um banho
térmico. A simulacdo do presente trabalho considerou esses fatores e foi adotada a metodologia
de Leapfrog. A presenca de algoritmos estocasticos de terceira ordem promove resultados de
maior eficiéncia, sendo limitado apenas as propriedades sistematicas da forca. A determinacéo
do passo de tempo é essencial para a acuracia da simulacdo, de modo que At deve ser um décimo

do menor periodo de movimento. (23)

2.1.5  CondicGes Periddicas De Contorno

Ao realizar simulagdes de dinamica molecular ocorre a construcdo de caixas de simulacéo para
namero N de moléculas. As que se localizam proximas as bordas da caixa podem apresentar

comportamento distinto do modelo experimental equivalente. Esse fenbmeno se da devido a
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metodologia matemaética empregada. Sistemas diferenciais finitos utilizados na resolucéo de
problemas fisicos e matematicos apresentam uma peculiaridade: a presenca dos efeitos de
borda. Alguns estudos desses efeitos em simulacdes de bicamadas lipidicas foram relatados por
Jiang et al e West et. al.. (46), (47) A fim de evitar estes efeitos em DM causados pela utilizagédo
de sistemas diferencias finitos, deve-se aproximar a simula¢do a um sistema “infinito”. Tal
técnica consiste na replicacdo de caixas de simulacdo idénticas, dispostas ao redor da célula
principal, fazendo com que a partir do nimero de particulas (N) e volume (V) tendendo ao
infinito, a relacdo N/V mantenha-se constante e o sistema formado ird tender ao limite
termodindmico, com movimentacdo idéntica das particulas, garantindo a permanéncia dos
atomos e moléculas dentro da caixa. (48) Em sistemas cristalinos essas condi¢des de contorno
séo desejadas. Em caso de simulacdo de sistemas ndo periddicos como liquidos ou solucgbes, a
periodicidade induz artefatos computacionais. Fungdes de condi¢bes de contorno periddicas
preservam a massa, 0 nimero de particulas e a energia total do sistema simulado. (49) O aspecto
chave da imposicao de condi¢cdes de contorno periddicas é que nenhuma molécula nas células
simuladas vejam o ’vacuo’ dentro das distancias de interag@o do raio de corte (Rc). (50) O raio
de corte determina até onde as interacfes devem ser calculadas na etapa de integragdo. O
calculo das interacdes requer a determinacdo das particulas que interagem entre si, bem como
da soma apropriadas destas interacdes. Ao determinar as dimensbes do Rc devemos ter em
mente que tanto maior o seu valor, maior sera o custo computacional associado. Na dindmica,
a0 passo que 0s atomos se movimentam entre as paredes das caixas, as flutuagdes desses atomos
tenderdo a apresentar uma média bem definida. (50) As condicGes periddicas de contorno séo
especialmente Gteis no caso das forcas ndo ligadas, uma vez que o nimero de termos nao
ligados aumenta com o quadrado do nimero de 4tomos em uma ordem de N2, Se estas
interacbes forem calculadas para cada par de atomos do sistema, o calculo torna-se
computacionalmente custoso. Adicionalmente, como a maioria dos atomos em simulacgdes de
biomoléculas pertencem ao solvente, assim o custo computacional de calcular-se as interacfes
entre todos os atomos constituintes do sistema seria destinado a interacGes entre atomos do
solvente em detrimento das interacGes entre &tomos do soluto-soluto ou soluto-solvente. Por
esta razdo, o uso de condicGes periodicas de contorno requer o uso de raios de corte para 0s
termos ndo-ligados em conjungdo com a convencdo da imagem minima (com a percepgéo de
um numero reduzido de caixas por intervalo), na qual apenas uma uUnica imagem (a mais
préxima) de cada 4&tomo é considerada no célculo dos termos ndo-ligados de curta distancia.

(48) Uma condicéo para a defini¢do do raio de corte € que este ndo seja tdo grande a ponto que
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a particula veja a sua prépria imagem nas réplicas dos sistemas, de modo que a particula néo
possa interagir consigo mesma. Em sistemas cubicos, o raio de corte ndo pode ser maior que a

metade do tamanho da célula.

Figura 5 — A esfera de corte de raio rc e 0 raio externo r em torno da molécula 1.
Moléculas 2, 3, 4, 5 e 6 estdo na lista da molécula 1; a molécula 7 ndo esta

na lista.

Fonte: desconhecida

2.1.5.1 Lista de Vizinhos

A lista de vizinhos trata-se de uma ferramenta matematica que tem por objetivo considerar
de forma iterativa, quais j moléculas estdo em torno de uma molécula i, de modo a reduzir o
custo computacional no célculo da distancia entre uma molécula i e todas as outras, passando
a considerar apenas as moléculas contidas na lista dentro de um intervalo de raio ri. Na
metodologia original Verlet utiliza-se de um potencial de corte esférico rc, em torno de uma
molécula que também é envolta por um raio maior "skin", r. Inicialmente a lista é construida
com todos os vizinhos de cada molécula, o qual a separacdo do par esteja dentro do intervalo
. Estes vizinhos sdo armazenados em uma matriz, designada lista de dimensdes 4zr1*pN/6. Ao
mesmo tempo uma segunda matriz de indexag&o é criada de dimensdo N, funcionando como
ponteiro para que os vizinhos da molécula i sejam encontrados. O sucesso da metodologia

consiste em criar uma capa ("skin") espessa o suficiente para que, entre as reconstrugdes, uma
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molécula, como 7 na figura 5, que ndo esta na lista da molécula 1, ndo pode penetrar através da
capa na esfera do potencial r.. Moléculas como 3 e 4 podem entrar e sair dessa esfera, mas
como estdo na lista da molécula 1, elas sempre séo consideradas independentemente, até que a

lista seja atualizada em seguida.

Os intervalos de atualizacao da lista sdo sempre determinados no comeco do programa,
intervalos entre 10 a 20 passos sdo considerados padrdo. Ao longo da construcdo da lista, um
vetor é criado para cada molécula, o deslocamento total de cada molécula é atualizado por este
vetor a cada atualizacdo, quando a soma do deslocamento de uma molécula ultrapassa ri— re, a
lista de vizinhos deve ser atualizada novamente. (51) O algoritmo da tabela Verlet provou ser
eficiente quando o numero de atomos € relativamente pequeno e 0s atomos se movem
lentamente. (52) Um sistema com N > 1000 moléculas, recomenda-se a utilizagdo do método
de indexacdo de célula, utilizado para o procedimento de atualizagdo mais eficiente. Neste caso
se o sistema inteiro é dividido em M3 células, vdo existir uma média de N/M® moléculas por
célula, determinando-se a vizinhanca por 3%N/M?® atomos. Atualizacio rapida pode resultar em
calculo incorreto devido a movimentacdo de &tomos para dentro da regido do raio de corte dos
termos ndo ligados. O uso de raio de corte para o tratamento de interac6es ndo-ligadas de longa
distancia é um requerimento em simulagdes de biomoléculas devido a grande dimensdo do
sistema e longas escalas de tempo simuladas; no entanto como em toda aproximacéo, o uso de
raio de corte induz artefatos, os quais s&o minimizados através de outras aproximagoes. O raio
de corte se mostra menos problematico no tratamento de interacdes de Lennard-Jones que de
Coulomb, pois a primeira apresenta um decaimento mais rapido em funcédo do tempo que a
Gltima. Na subsecdo seguinte serdo descritas as aproximacdes utilizadas no presente trabalho

para correcdo das interacfes ndo-ligadas de longa distancia.

2.1.6  Interacdes de van der Waals de Longa Distancia

Ao calcular as interagdes dos termos néo ligados, como por exemplo as interacdes de van
der Waals, sdo utilizadas as estruturas de pontos flutuantes para os célculos de aceleragdo. Os
sistemas de raio de corte podem ser utilizando Unico ou duplo raio de corte, ndo apresentando
diferenca em relagdo a taxa de transferéncia de pontos flutuantes. Muito embora por razdes
histdricas sejam comumente utilizadas estruturas com duplo raio de corte, poucos ou quase
nenhuma das simulagdes classicas apresentaram grande nivel de acuracia, devido parcialmente

as propriedades cadticas das trajetorias de simula¢do. O erro associado a utilizacdo de Rc
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simples estd em torno de 103, sendo aproximadamente o erro associado ao algoritmo PME.
(29) As principais diferencas no uso de Rc simples ou R¢ duplo reside prioritariamente na
estrutura de hardware utilizada. E sabido que a estrutura de armazenamento de dados em
simulagOes que se utilizam de Rc simples apresentam maior eficiéncia no armazenamento do
cache. A utilizacdo de Rc simples podem ser favorecidas em algumas arquiteturas devido ao
registro de instrucéo unica de multiplos dados (SIMD) que funcionam com o dobro do pico da
taxa de transferéncia para Rc simples em relacdo ao duplo, sendo, portanto, mais eficientes no
processo de transferéncia. (53) A utilizacdo da lista de vizinhos torna o processo menos
computacionalmente custoso, uma vez que ndo serd mais necessario o célculo para distancia
entre todos os atomos do sistema, a lista € criada a partir de uma matriz convencional e uma
matriz ponteiro, de modo a serem guardados o primeiro e o ultimo atomo em elementos
distintos. Uma condigdo para o célculo da lista de vizinhos é que a distancia para calcular os
vizinhos dos 4&tomos seja mais que o raio de corte dos termos nao ligados, de modo que nenhum
atomo inicialmente fora do raio de corte dos vizinhos aproxime-se mais que a distancia do raio
de corte dos termos ndo ligados antes da atualizacdo dela. A escolha do Rc por si s6 ndo
consegue reduzir significativamente o tempo computacional das interagcdes ndo ligadas, uma
vez que as distancias entre os pares de atomos serdo calculadas para decidir se estes encontram-
se perto o suficiente para o célculo da energia de interacdo. O calculo das N(N-1) distancias

levam mesmo tempo que o calculo da energia individualmente.

2.1.7  InteracOes Eletrostaticas de Longa Distancia

Ao utilizar condigGes periddicas de contorno é necessario a consideragdo de interacdes de
longa distancia por meio dos potenciais de alcance, de modo a satisfazer a condi¢do de
neutralidade requerida em sistemas convergentes. Esta condicdo de convergéncia condicional
pode ser observada tomando como exemplo o somatdrio de Coulomb em trés dimensdes (R®)
expresso na equacdo 2.19, uma vez que a energia potencial é proporcional a 1/r, enquanto o
nimero de termos é proporcional a r®, como ndo ocorre cancelamento dos termos, a

convergéncia absoluta depende de situagdes em que 0s sinais ndo importam. (54)

N

= QQ;
U(Q) = Z Z Z ||(b —_ Q‘J‘ + Ln”

n i=1 j=i+1l

(2.19)
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As interacGes néo ligadas contém um termo de repulséo, um termo de disperséo e um termo de
Coulomb, em que os termos repulsivos e dispersivos sdo tomados pela equacdo de
LennardJones(6-12 interacdes) e foram tratados na secdo acima. A representacdo do diagrama

do potencial de Coulomb pode ser observada na imagem:

Figura 6 — Representacdo da aproximacdo da Equacdo de Coulomb a partir da utilizacdo do

raio de corte.

aproximacao de cutoff

Fonte: A autora (2020)

Os métodos de calculo de forcas eletrostaticas mostram-se interessantes, uma vez que nesse
tipo de sistema o truncamento do potencial ndo é permitido. (55) Ao tratar o sistema
separadamente da sua cauda assintotica, € possivel ocasionar divergéncia no sistema a menos
que a funcdo de energia potencial decresca mais rapido que r ", em que n é a dimensdo do
sistema. Sabemos que o tratamento eletrostatico de longa distancia e a escolha de Rc adequado
sdo capazes de alterar resultados de analises como: area por lipidio (AL), o raio de giro (Rg) e
funcéo de distribuicdo radial (RDF). (56), (57) Em estudos com DMPC e adgua SPC utilizando
se GROMOS 54A7 com RF por R¢simples (1,4 nm) e duplo (0,8/1,4 nm) e PME (1,0 nm).

Foram percebidas diferencas ndo significativas quando comparado o esquema de R, ja ao
serem considerados tratamentos de PME e RF, diferencas pequenas, porém consistentes foram
notadas em AL e Rg. (56) Nas secOes abaixo serdo tratadas em detalhes os tratamentos
eletrostaticos de termos ndo ligados baseados em PME e RF, que serdo utilizados nesse

trabalho.
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2.1.7.1 Particle-mesh Ewald

O meétodo Particle-mesh Ewald (PME) utiliza-se da criacdo de um sistema de malha com
condicbes de contorno esféricas, utilizando-se de dois principais termos a e re, que serdo
expressos na equagao 2.25, provenientes da soma de Ewald. Para um melhor desempenho
computacional, utiliza-se para o calculo do espaco inverso e a transformada rapida de Fourier,
bem como o método de interpoladores de lagrange. Nesse calculo, o potencial total é dividido

em partes de longo e curto alcance, como expressas na figura abaixo.

Figura 7 — Representacdo da suavizacdo da equagdo de Coulomb a partir da metologia
PME do espaco real (a esquerda) e reciproco (a direita) com o eixo X

representando a distancia.

1/1 - (snavizacao 1/71)

/

., —

suavizacao de 1/71

z

v

Fonte: A autora (2020)

Essas sec¢es sdo a divisdo do potencial, considerada como o somatorio entre o espago real
(421) e reciproco (¢2).

6= gL+ 42 (2.20)

No primeiro subproblema, as interacGes sdo de curto alcance, tendem a grandes variagdes
para pequenos valores de raio (r¢) e depois do raio de corte possuem valores pouco
significantes. Conseguem uma boa aproximacao para a soma do potencial eletrostatico a partir
do célculo direto. O segundo subproblema tem uma variacao lenta funcéo para todos os valores
de r, de modo que a transformagdo Fourier representa apenas uma limitada quantidade de

vetores. Essa limitacdo permite um célculo eficiente dessa contribuicdo para o potencial
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eletrostético total em espaco reciproco, que pode ser resolvido, especialmente para condi¢oes

de contorno periddicas, usando Transformadas de Fourier.

O esquema de formacdo da malha para o espaco direto, divide-se inicialmente pela
consideracdo da interacdo ion-ion entre as particulas carregadas, considerando-as como cargas
pontuais com nuvens, cuja célula basica contém igual distribuicdo de carga para os &tomos
positivos e negativos. Considerando-se as interacdes coulémbicas entre duas particulas por vez

teremos o seguinte somatorio:
1 4iq;
V== A
2 Z Z 47['EOT'-,jj

Com a carga dos atomos ¢ e g, a constante dielétrica (eo) e a relacdo ri- rj = rij, entre os raios

(2.21)

dos atomos. Tomando a malha central em sistema cubico é possivel determinar que
considerando-se o sistema tridimensional havera seis outras malhas em torno da caixa central
com distancia rnox, de modo que o potencial pode ser calculado:
oL i Sy
2 - dmegri;

n=0 1

(2.22)

A representacdo ilustrativa da distribuicdo da malha pode ser percebida atraves da figura

abaixo.

Figura 8 — Representacdo da estruturacdo do grid de:
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Fonte: J. Fennell and J. D. Gezelter

O somatério do sistema é condicionalmente convergente na medida em que temos igual
distribuicdo de cargas do sistema. De modo a tornar a convergéncia mais rapida do sistema,

considera-se a divisdo do termo “1/r” da fungdo de Coulomb da seguinte forma (58) :
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r r r (2.23)

1 erf(r) N L —erf(r)

A funcéo erf(r), trata-se da funcéo de erro e, deve ser definida de modo que para pequenos
valores de r, haja uma rapida variagdo de “l/r” e com o crescimento do eixo r, ocorram

decaimentos da funcéo. (58)

erf(x \F / exp(—t2)dt (2.24)

Ao considerar as malhas como sistema cubicos teremos n = (nxLx,nyLy,n;L;). Teremos
associada a funcdo um termo o a ser determinado de modo que apenas cargas dentro da esfera

de corte sejam selecionadas. A funcédo potencial passa ser representada como (58):

1 qq; erfclalri; +n)
I/(i-r - 3 ] : .
! 2 ; Z ; 47eg |ri; + n

(2.25)

O raio de corte |n| limita-se ao calculo direto das interacfes entre 0s pares apenas para cargas
dentro do raio de corte. Assume-se que o raio de corte deve ser escolhido suficientemente
grande, de modo que o ponto de corte seja suficientemente menor que todos os outros erros
numeéricos e possa ser negligenciado. (59) No célculo da soma direta, o parametro de Ewald «
é escolhido grande o suficiente para que um raio de corte fixo possa ser aplicado, reduzindo

assim a complexidade da soma direta de O (N?) para O (N).

O somatédrio da funcdo gaussiana no espaco real inclui a interacdo de cada gaussiana

consigo mesma, ocorrendo a subtragdo do auto-termo (23):

*T€0 (2.26)

Correcéo para permissividade a partir de um quarto termo (Vcorreo) podem ser requeridas,
dependendo das condicBes de simulacdo da esfera no entorno a caixa. Para condicGes de
permissividade que ndo tendem ao infinito (sistemas ndo condutores). Sdo considerados no

sistema a influéncia da carga consigo mesma através da equagéo 2.27:

N q; 2
(mr(rm) — 3L3|Z 47T€ z (227)

Os métodos de longa distancia dependem do calculo da energia potencial nas transformadas de

Fourier da densidade de carga (18):



Capitulo 2. METODOLOGIA a7

Z pq(kK) = pq(rexp(—ik-r) = Xqi exp(—ik-ri)  (2.28)

O coeficiente p é conhecido como fator de estrutura. E realizada interpolagdo de Lagrange na
malha simulada para a densidade de carga. Sendo a densidade da carga na malha conhecida é
possivel realizacdo do calculo do campo elétrico «(r) e o potencial ¢(r) usando a equacao de
Poisson.(18)

V2(r) = Ve(r) = dapd(K) (2.29)

A resolucdo de Poisson apresenta a densidade de carga substituida por uma transformada de

Fourier finita na malha, baseada na densidade de carga (58):
pm(K) = h3*pm(rp)exp ™™ (2.30) e

onde o somatério refere-se ao espaco tridimensional no espaco real e o vetor k corresponde a
malha do espaco de Fourier. (58) O campo ao longo da malha pode ser interpolado para obter
a forca da carga. O espaco reciproco representa melhor a interacdo "particula-malha'e pode ser

reescrito:

( mm/a)?

Vree = Q’HV > - mz o m)S(=m) (2.31)

em que S(m) representa o fator estruturante. (60) A metodologia apresenta em geral alta
eficiéncia sendo requerido menos que 40% da sobrecarga de outras metodologias com uma
acuréciade 2 x 104, O potencial do par PME e suas derivadas s&o funcdes continuas de posicao,
independente da precisdo exigida, evitando assim problemas de integracdo de funcdes
descontinuas. (61) Os principais erros decorrentes da escolha de PME advém do parametro de
ajuste a, uma escolha inadequado pode resultar em perda de acuréacia no calculo ou mesmo

calculo equivocado das forcas e energias.

2.1.7.2 Reaction Field

No modelo Reaction Field (RF) de tratamento de longas distancias, utiliza-se do sistema
padrédo de truncamento esferico, em que uma esfera € construida com raio igual a distancia de
corte. A funcéo eletrostatica no caso de RF, tem influéncia dependendo do esquema de raio de
corte. O calculo das moléculas dentro do raio de corte é feito de forma explicita. (23) As

condi¢Oes de contorno periddicas aplicadas, dependem intrinsecamente da escolha esquema de
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raio de corte entre truncamento por particula(atomo) ou grupo de carga. (29) A principal
diferenca entre a escolha dos sistemas indicados é a presenca ou nao de s (vetor paramétrico),

termo dos parametros atdmicos. Para o sistema de truncamento em 4tomos:

Weleij (r) = H(Rc — rij)w(RF)rij (2.32)

Para o sistema de truncamento em cargas:

eleij (r;s) = H(Rc — Rij)w(RF)rij (2.33)
onde rij é a imagem minima na condic&o periddica de contorno conectando os vetores das
particulas i e j. Rjj representa a imagem minima nas condi¢bes periddicas de contorno
conectando o vetor ao centro de carga, cujo as particulas pertencem Rjj(r). Rc € a distancia do
raio de corte, H é a funcéo passo de Heaviside (1 para argumentos positivos e 0 para todos 0s
outros casos). A partir da versdo 4.6 de GROningen MAchine for Chemical Simulations
(GROMACS) a utilizagao do sistema de Rc baseado em truncamento de cargas (Groups) tornou-
se incomum devido a incompatibilidade para arquitetura de fluxo continuo, como GPU. O
esquema de R¢ baseado em atomos (Verlet) também funciona com CPU. O modelo de cargas
passa a ser utilizado em sistemas que utilizam dgua como solvente e em que a conservacédo de
energia ndo é a principal preocupacdo. (29) Para computar a interacdo do meio para além das
condicBes de contorno da esfera, € modelado um meio homogéneo de constante dielétrica es. O
campo eletrostatico devido aos entornos dielétricos é dada por:

2-(e,—1),1
=22 Y w)
s ¢ raere (2.34)

em que W representa o dipolo das moléculas vizinhas dentro da distancia do raio de corte rc da
molécula i. A interacdo entre a molécula i e RF pertence ao grupo de interagdes molécula
molécula de curto alcance. As formas para o controle do método de RF, dependem das
variaveis, rce . Ao ser considerado um sistema de truncamento simples, podem ser acarretas
descontinuidades na energia e/ou forca quando hd mudanca do nimero de moléculas dentro da
cavidade. Esse problema é evitado ao adicionar um raio limite de mudanca para moléculas

proximas as condi¢des de contorno de RF. (29)

prn = L Cre o 17 (1/2)0kr
ro 2Rpp Rrp (2.35)

com
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(2¢ce — 2¢rr)(1 + krrRrr) — €rr - (KrrRrr)?
(€cs + 2epr)(1 + KrrpRrr) + €rr - (Krr - Rrr)? (2.36)

CHF -

em que err é a permissividade em RF, xkrr comprimento de triagem inversa de Debye e Rrr 0
raio de corte de RF. As equacOes potenciais separadamente podem ser descritas através de suas

interacdes couldmbicas, dependentes da distancia e independentes da distancia:

471'([ Z Z QTQJ

Tij (2.37)

V(('lt!pu'&RF—CH

lelepws, RE—RF) _ 47T€ Z Z "M‘;CRF’U
(2.38)

Jepws. RF— i 1 2)C
I/((I(.!pu s, RF—RF) 475“ E 2 4 qJ 5 / ) “RT )

inserindo a equacédo 2.28 e 2.29 na equacdo abaixo teremos a funcdo eletrostatica referente a

auto-interacéo

et = Jim i, (1 5) (2.40)
teremos
q!(elfr:,s!f) _ 1— (1/2)CHF
Rgr (2.41)

as interacdes de €' depende apenas das condigdes de contorno e dos pardmetros associados
a polarizacdo. Para reduzir artefatos no método de RF, uma grande constante dielétrica ere pode
ser usada. (62) Estudos mostram que ao aproximar o valor de err de 80 teremos um valor muito
préximo a quando ¢ tende a . (63) Ha em geral a requisicdo de homogeneidade do sistema
para representacdo do ambiente de cada particula como um dielétrico constante.

2.1.8 Termostato

Ao realizar simulagdes de dinamica molecular, propriedades extensivas sdo de vasto
interesse, como temperatura e pressao. Devido a necessidade e conveniéncia, a disponibilidade
de métodos para a temperatura e/ou pressdo constantes em dindmica sdo de grande valor
pratico. E importante ressaltar que métodos para manter a temperatura constante sdo
fundamentais para alguns processos, como por exemplo o desdobramento de proteinas. Uma
alternativa para manter a temperatura € atraves do sistema de acoplamento de banho térmico

utilizado no termostato de Berendsen et al. (1984), mantendo o sistema a temperatura fixa. O
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banho atua como uma fonte de energia térmica, promovendo e retirando energia do sistema
quando apropriado. A equacéo de de acoplamento fraco é descrita por:

dT(f) . Tbanho - T(t)
dt T (2.42)

Em que 7 é o parametro de acoplamento em que a magnitude determina o quéo firme é o
acoplamento do banho térmico e do sistema. Thanho representa a temperatura que deseja-se
manter. Esse método é capaz de fornecer um decaimento exponencial em torno da temperatura
desejada. (23) Um grande problema do acoplamento de Berendsen é a supressdo da variacao
de energia cinética devido a flutuagdes durante a simulacdo. Para simulagdo de sistemas
grandes a médias dos ensembles ndo sera afetada significativamente, apenas a distribuicéo de
energia. Nos sistemas de interesse a temperatura esté estreitamente ligada a média de tempo da
energia cinética e consequentemente a velocidade média. Um termostato similar ao de
Berendsen capaz de corrigir o rescalamento do termostato, de modo que o fator de escala possa

ser descrito pela equagéo 2.43:

npot Toanhe .

St ey Rl (243)
Esse acoplamento € aplicado ao sistema escalonando as magnitudes dos vetores velocidade de
cada particula no sistema por uma quantidade a cada T passos de simulacdo. Quanto maior o
parametro , mais fraco o acoplamento. O pardmetro zr se aproxima do valor da constante de

tempo tal do acoplamento de temperatura:

20y

T Nk (2.44)

Onde Cy ¢ a capacidade calorifica total do sistema, k é a constante de Boltzmann e Ngi é 0

numero total de graus de liberdade. (48)

2.1.9 Barostato

Muitas metodologias para o controle de pressao sdo analogas ao controle de temperatura.
A pressdo consegue ser mantida constante através do controle do volume. Uma alternativa é
acoplar o sistema a um banho de pressao, analogo ao banho térmico. A taxa de mudanca de
pressdo é dada por:
dP(t) 1

-, = (-Pbrz'm‘i() - P(f))
dt p (2.45)
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Onde 7p é a constante de acoplamento, Ppanho € @ pressdo que deseja ser mantida, e P(t) € a
pressdo no tempo t. O volume da caixa de simulacdo é escalada por um fator p, dado pela
equacao:

npc - 0t

5y(Posy — Pyt
5.7, i(FPo.ij i(1)) (2.46)

pig =1—
Em que npc & 0 nimero de passos da simulagéo, ot o intervalo de tempo, £ é a compressibilidade
isotérmica do sistema, zp € a constante de acoplamento da presséo, Po é 0 valor de pressao que
se deseja manter constante ao longo da simulacdo e Pij(t) a variacdo de pressdo em t. A
metodologia pode ser usada de forma isotropica ou anisotrépica. Em geral, a melhor abordagem
€ a anisotropica que permite que as dimensdes da caixa variem de forma independente. Ao
permitir deformacBes puramente anisotrépicas e o uso de restricbes deve-se considerar uma
escala mais lenta ou o decréscimo do passo de tempo para evitar erros dos algoritmos de
restricdo. Segundo Van der Spoel et al.(2014) o algoritmo de controle de presséo de Berendsen
produz uma simulacdo com a pressdo média correta, embora o valor do conjunto NPT nédo é

exato, e ainda ndo esta claro exatamente quais erros essa aproximacédo pode produzir.
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3 PROCEDIMENTOS COMPUTACIONAIS

Os resultados dessa dissertacdo sdo divididos em duas partes, as quais serdo detalhadas
sequencialmente. Ao longo da parte | foram comparadas as andlises estruturais e dindmicas
para simulacdo ao longo de 200ns de equilibracdo seguidos de 200ns de simulacdo de
LLPS/DPPE com jons Ca?* considerando os tratamentos eletrostaticos de longa distancia RF e
PME para os modelos de 4gua SPC e SPC/E. O objetivo desta secdo foi validar a similaridade
dos resultados tradicionalmente obtidos no grupo em SPC-RF, para diferentes tratamentos
eletrostaticos cada vez mais otimizados nas novas versdes de GROMACS. Ao longo da parte
Il deste trabalhos foram estendidas as simulacGes da parte | até 800ns, de modo a serem
comparados o0s parametros de convergéncia temporal para 0s sistemas com tratamento

eletrostético de longa distancia PME e validar a compatibilidade entre os modelos.

3.1 ESTRUTURA E PARAMETROS UTILIZADOS NA SIMULACAO DE PSEUDOMO-

NAS AERUGINOSA

Nesse trabalho foram simulados modelos moleculares de membrana externa bacteriana. A
membranas externa de bactérias gram-negativas sdo compostas predominantemente por
lipopolissacarideos (LPS) na monocamada externa e por 1,2-dipalmitoyl-
3fosfotidiletanolamina (DPPE). A membrana externa bacteriana funciona como uma barreira
fisico-quimica que limita a penetracdo de antibidticos outros agentes externos na célula
bacteriana, desta maneira, a membrana bacteriana € crucial para a resisténcia destes patoégenos
ao tratamento por antibidticos. Foram utilizados parametros atbmicos compativeis com o
campo de forca GROMOS, a saber 0o GROMOS 53a6gyc, para as representar os carboidratos
do LPS, enquanto os pardmetros das cadeias aciladas foram retiradas do campo de forga
GROMOS 53a6, adaptados e validados para o lipidio A. (64) As cargas atdbmicas foram RESP
(restrained electrostatic potential) com o nivel tedrico de hf/6-31g*. (65) E importante notar
que os parametros atdbmicos do GROMOS 53a6g1yc contém correcdes de potenciais diedrais para
hexapiranose mas todos os demais parametros atbmicos sdo iguais ao do conjunto 54a7. (66)
As cargas atbmicas para 0S nOVOS grupos quimicos e novos potenciais de torcdo (como por
exemplo para as ligacfes p-glicosidicas e todos os diedros c-c-c-0) usados em quimiotipos do

LPS foram calculados para manutencdo da compatibilidade com as versdes anteriores do campo
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de forca GROMOS. (67), (68) Os parametros atdbmicos de van der Waals foram retirados de
GROMOS 45a4/53a6. (67) Foram simulados bicamadas contendo 72 moléculas de LPS rough
pentaacilados na monocamada externa, 180 moléculas de DPPE e 288 contra ions Ca?* para
neutralizar a carga de -8 por unidade de LPS, como descrito na figura 9, onde os ions Ca?* esto

representados em cinza e os ions fosforo em laranja.

Figura 9 — Estrutura quimica das moléculas pentaaciladas de LPS de P. aeruginosa.

Fonte: A autora (2019)

Para manter as mesma dimensdes iniciais das caixas de simulagdo o sistema apresenta o

mesmo numero de atomos de soluto, porém diferente quantidade de moléculas de solvente(i.e
SPC=30699, SPC/E=30507). A topologia e parametros atdbmicos utilizados para descrever a
ME bacteriana estdo descritas no apéndice A. A montagem do sistema para a parte | e 11 do
deste trabalho pode ser vista na tabela 2 e 3 abaixo.
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Tabela 2 —

54

Descricéo do numero de moléculas de cada componente do sistema utilizados
na montagem das simulacGes e do tempo total de simulacdo alcancado ao
final da parte I. Os sistemas foram LPS/DPPE a partir de modelos SPC e
SPC/E; com tratamentos eletrostaticos de longa distancia (TELD) RF e PME;
as composicdes sdo descritas em termos de moléculas para LPS e H20, e de
fons para Ca®*; com o tempo de simulagio de 200ns

Experimento  Sistemas Modelo TELD Composicéo Tempo (ns)
LPS Ca* H.0
1 LPS/DPPE  SPC RF 72 288 30699 200
2 LPS/DPPE  SPC PME 72 288 30699 200
3 LPS/DPPE SPC/E RF 72 288 30507 200
4 LPS/DPPE SPC/E PME 72 288 30507 200

Fonte: A autora (2020)

Na parte | do trabalho foram testadas a compatibilidade dos nossos modelos moleculares

com dois modelos de agua explicita e duas aproximacdes para o tratamento de interacfes

eletrostaticas de longa distancia ao longo de 200ns de simulagdo. (69) A membrana externa

bacteriana foi simulada em presenca de dois modelos de 4gua SPC e SPC/E, sujeitos a duas

abordagens diferentes de tratamentos eletrostaticos de longa distancia, o RF generalizado e
PME. (31), (34), (70), (61). Os quatro experimentos serdo representados por: SPC-RF, SPC-
PME, SPC/E-RF e SPC/E-PME. Cada um desses experimentos gerados foi rodado em

duplicata.

Na parte 11 foram estendidos por 800ns os experimentos com TELD PME, mantendo as

configuracGes do modelo construido na parte I, de modo que o tempo de convergéncia entre as

analises selecionadas fossem sistematicamente estudadas e comparadas.

Tabela 3 —

Descricdo do niumero de moléculas de cada componente do sistema utilizados
na montagem das simulagdes e do tempo total de simulacéo alcangado ao final
da parte Il. Os sistemas foram LPS/DPPE a partir de modelos SPC e SPC/E;
com tratamentos eletrostaticos de longa distancia (TELD) PME; as
composicdes sdo descritas em termos de moléculas para LPS e H;O, e de ions
para Ca*; com o tempo de simulagdo de 800ns.

Experimento  Sistemas Modelo TELD Composicgéo Tempo (ns)
LPS Ca** H0
5 LPS/DPPE SPC PME 72 288 30699 800
6 LPS/DPPE SPC/E PME 72 288 30507 800

Fonte: A autora (2020)
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Os experimentos 5 e 6 serdo chamados de SPC-PME e SPC/E-PME na secdo 1.

3.2 SETUP DE SIMULACAO DAS INTERACOES ENTRE OS IONS Ca?* E LPS/DPPE

Uma vez construidas a bicamada LPS/DPPE foram adicionados ao sistema por meio da
rotina genion do GROMACS a adicio de ions Ca?* aleatoriamente em meio a regifo permeada
por moléculas de dgua. A energia do sistema foi minimizada por meio do algoritmo Steepest
Descent, sendo empregado até que a maior forca encontrada sobre as particulas do sistema
tenha menos que 10 kJ.molt.nm™. Em seguida foi realizada a etapa de equilibracdo dos
sistemas. Nesta etapa foi realizada simulaces de NVT e NPT a temperatura de 300 K e pressédo
de 1 bar e os mesmos parametros de simulagcdo. O Rc utilizado para as distancias de interacdo
de van der Waals de 1,4 nm. As interacdes eletrostaticas de longa distancia foram tratadas a
partir de duas abordagens distintas. Além disso, esquema grupo de carga e corte baseado em
atomos foi utilizado com simulacbes RF e PME, respectivamente. A correcdo de RF foi
aplicada as interagdes eletrostaticas para um Rc de 1,4 nm em conjunto com uma constante de
permissividade dielétrica de 66. (71) A correcdo PME foi utilizada para um R¢de 1,2 nm com
uma interpolacdo de cargas de quarta ordem em um espacamento de Fourier de 0,16 nm. As
simulagbes de dindmica molecular ocorreram por meio de um passo de tempo de 2 fs no
ensemble NPT. O comprimento das liga¢cdes dentro do soluto e a geometria das moléculas de
agua foram restringidas utilizando os algoritmos LINCS e SETTLE, respectivamente. (72), (73)
As velocidade iniciais foram calculadas utilizando a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann a 310
K e 1 bar. Acoplamentos separados foram utilizados para controlar a temperatura do soluto e
do solvente com contra-ions em um termostato de redimensionamento de velocidade com
tempo de relaxamento de 0,4 ps. A pressao foi mantida a 1 bar na direcdo lateral e normal em
relacdo a bicamada por um acoplamento fraco a um banho de pressdo semi-isotropico com um
tempo de relaxacéo de 0,1 ps e compressibilidade isotérmica de 4,5 x 10°bar . As trajetorias
foram gravadas a cada 2 ps. Os sistemas foram simulados usando o programa GROMACS
v.2016.4 rodando em plataformas CPU e GPU. O sistemas foram equilibrados por 200 ns,
quando a propriedade de area por lipidio molecular convergiu, e foram seguintemente
simulados por 200 ns adicionais para 0s experimentos da parte | e por adicionais 800ns para 0s
experimentos da parte Il. As simulagdes foram realizadas em duplicatas usando valores

diferentes de seed number na primeira etapa da equilibracdo. Os arquivos de entrada utilizados
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para as simulagbes podem ser encontrados no apéndice B. A lista de pares ndo ligados foi

atualizada a cada 5 passos em simulacfes de RF e PME. Entre os modelos de SPC e SPC/E ha
apenas uma variacao de (5%) no momento de dipolo, sendo preservado a distancia do raio O-
H. Para manter as caixas em iguais dimensdes foi necessario adicionar mais dgua ao sistema
que continha &gua SPC/E, a diferenca na quantidade de agua geral entre os modelos foi de 192

moléculas de dgua que representam menos de (1%) em relacdo ao volume total de solvente.

3.3 ANALISES

Tendo por objetivo entender a estrutura e estabilidade do sistema em estudo, foram
utlizados majoritariamente dois pacotes de programas. As analises descritas nesta sec¢ao foram
realizadas com o programa GROMACS 2016.4 e o software SUAVE. (74), (75) A partir do
SUAVE foi realizado um mapeamento da superficie independente da sua curvatura. Nos
sistemas de bicama lipidica LPS-rough/DPPE desse trabalho foram estudadas as propriedades
que poderiam sofrer influéncia da mudanca do TELD e dos diferentes modelos de agua
simulados. Através do programa VMD e da biblioteca seaborn de python 2.7 foram geradas as
imagens. (76), (77)

3.3.1  Area por cabeca (AL)

A éarea por cabeca tem por intuito medir quanto espaco bidimensional um lipidio ocupa como
parte de uma bicamada ou monocamada, descrevendo o grau de empacotamento dos lipidios
em relacdo ao sistema. A A é calculada através da projecéo no plano xy da area da membrana,
sendo dividida pelo numero de lipidios que compdem a bicama, que no caso desse trabalho sdo
72 grupamentos lipidicos. A projecdo é obtida ao criar uma malha tomando os dtomos de
interesse definidos no index do sistema como referéncia para a regido de interface. No caso
deste trabalho os atomos utilizados foram os fosforos localizados no lipidio A de LPS-rough e
os fésforos localizados em DPPE. A escolha destes limites baseou-se na pequena frequéncia de
mobilidade desses &tomos ao longo da simulacdo, bem como pela sua posic¢éo nos limites da
interface com a agua. A propriedade AL é de grande valia, pois servir de ponto de comparagédo

com medidas retiradas experimentalmente para sistemas lamelares. (78)
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Figura 10 —. Projec6es no plano xy (em rosa) para calculo de A. considerando os &tomos
de fésforo de lipidio A e DPPE

Fonte: A autora (2020)

A area por cabeca funciona como um parametro para mensurar a convergéncia do sistema

para uma conformacdo estavel, na medida em que ndo ocorram variagdes significativas do
sistema ao longo do tempo. A equagao que descreve o sistema é:

_ A
ny (3.2)

Ape
At é a drea medida pelo algoritmo que leva em consideragdo a curvatura da membrana e njé o

numero de lipidios em cada lamela da bicamada.

3.3.2  Espessura da Bicamada

A espessura da bicamada é um parametro estrutural, que é capaz de refletir o tamanho das
cadeias lipidicas, essa medida pode ser extraida de dados experimentais. (78) O protocolo para
a estimativa da espessura da interface é calculado na interface hidrofébica, utilizando-se das
distancias entre os picos referentes ao grupamento fosfato. A andlise foi realizada a partir da
malha de ajuste do programa SUAVE, através da rotina Swick, €m que considera para o calculo

efeitos de curvatura na superficie da bicamada.
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3.3.3 Curvatura da Membrana

A curvatura da membrana é uma analise que permite localizar modificagdes estruturais nas
bicamadas. O calculo é realizado através de um campo de vetores normais criados a partir da
superficie da membrana, sendo calculados o desvio angular entre cada vetor e o eixo normal,
definido por padréo como o eixo z. O valor de desvio é definido entre 0° e 90°, representando
no primeiro, vetores paralelos e no segundo, vetores ortogonais. O parametro de curvatura é
definido através dos polinbmios de legendre de segunda ordem com o cosseno dos angulos
calculados no passo anterior. (75) A analise € realizada com a rotina s _ order implementado
em SUAVE.

S.(0) = %(chsg(@) —-1) (3.2)

0 angulo 6 é o angulo de desvio calculado e Sc é o parametro de ordem de curvatura. O valor

do parametro de curvatura € 1 quando a superficie normal ao plano apresenta angulo 6 = 0.

3.34 Difusdo de ions

A propriedade de difuséo de ions relaciona de forma direta as leis de transporte de massa
que devem ser obedecidas pelo sistema. A partir da relagdo de Einstein para 0 movimento

Browiniano pode ser calculada a difusividade em simula¢des de dindmica molecular. (18)
lim < ||ri(t) — ri(0)||* >= 6Dat (3.3) to

O primeiro termo da equacdo representa o desvio médio quadratico da posicao das particulas
compondo o sistema ao longo do tempo de simulacéo e a constante Da € a constante de difusao
da particula em relacdo ao seu sistema. Essa propriedade é extraida das simulacGes através do
algoritmo gmx msd no software GROMACS. Ao utilizar o algoritmo séo desconsiderados 0s
10 % iniciais e finais da trajetoria, para melhor ajuste da curva de desvio médio quadréatico da
posicdo das particulas ao longo do tempo. A acuracia do erro nessa andlise sO faz sentido
quando o desvio médio quadratico é perfeitamente linear nos intervalos citados. (74) Foram
escolhidas para difusdo o eixo z, o plano xy e o tensor total de movimentacdo do sistema de

atomos escolhicos.
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3.3.5  Funcao de autocorrelagao

A funcdo de autocorrelacdo representa a média do desvio de cada conjunto, de modo a
estudar a correlacdo dentro de um espago amostral de dois eventos subsequentes ou o
condicionamento de um em relagdo ao outro. Uma vez que em dindmica molecular temos um
sistema deterministico, € importante por meio da ferramenta de autocorrelacéo se a amostragem
dos espacos de fase esta satisfatoria. A variacao ocorre entre -1 e 1, em que -1 representa uma
anti-correlacdo perfeita e 1 uma correlacdo perfeita. A nulidade corresponde auséncia de
correlacdo entre os eventos. (48) Esses parametros requerem que definamos um plano ou um
vetor unitario com o qual calcular a reorientacdo. (79) A funcdo de autocorrelacdo para

quaisquer propriedades de f(t) € dada pela equacédo 3.4:

oy = EUO =0+~ ) "

Mediante adaptacdes em dinamica molecular a funcdo de autocorrelagdo é medida através da

seguinte equacdo:
N-—

CriAl) = — Z FOEAL)F((i + j)AtL)
J (3.5)

Onde E representa o valor esperado das fungdes definidas na equacdo 3.4, u é a média da
propriedade medida, o é 0 desvio padrdo em torno a média. Na equacgdo 3.5, N representa o
nimero de eventos amostrados e At 0 espaco de tempo entre os eventos. A rotina utilizada para

o célculo foi "gmx analyse"do GROMACS.

3.3.6  Funcao de distribuicdo radial

A analise de distribuicdo radial é realizada experimentalmente utilizando difracdo de raio-
x e de néutrons. A funcéo de distribuicdo radial € mais bem representada para substancias na
fase solida. Os conceitos de ’cascas’ de vizinhos ¢ ’nimero de coordenacdao’ sdao mais
apropriados para solidos do que para liquidos, mas fornecem medidas Uteis da estrutura de um
liquido, desde que a analogia com solidos ndo seja levada muito longe. (20) Os sistemas
liquidos apresentam carater dindmico descrevendo a desordem do sistema e lidando com
estruturas intermediarias. Os picos ao longo da funcéo representam as distancias de separacao
mais provaveis entre 0s atomos. A partir da distancia entre os picos podemos supor o provavel

empacotamento do sistema. A funcéo de distribuicdo radial ¢ Gtil para descrever a estrutura de
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sistemas liquidos, considerando-se cascas esféricas de comprimento dr, a uma distancia r de

outro atomo escolhido como na figura 11, em que a regido dr em azul representa a primeira
camada de solvatacdo. A funcéo de distribuicdo de pares, g(r) da a probabilidade de encontrar
um atomo a uma distancia r de outro &tomo quando comparado a distribuicdo de um gas ideal.
g(r) € adimensional, através dessa ferramenta € possivel observar as camadas de solvatacao de
ions em solugdo, e dessa forma, calcular o seu nimero de coordenagdo. Uma das formas de
representa-la € a através de equacao:
< p(r) >
gap(r) = —————
< Plocal = (3.6)
Em que p(r) é a densidade calculada das particulas B a uma distancia r da particula A, piocal é a
densidade local, para uma mesma distancia r de um sistema com gases ideais. Portanto, a razéo
mostra de que teremos interac@es atrativas para p(r) maiores que a unidade e repulsivas caso
p(r) menores que a unidade. Por meio do Campo de Forca GROMOS é utilizada a rotina "gmx
rdf":

N A N B

o) = Ly )

< PB >i0(’-“! AI‘TA iex A iex B (37)

Em que pg(r) € 0 numero de particulas do tipo B encontradas a uma distancia em torno de r da
particula A. < ps >i0cal densidade da particula do tipo sobre as particulas esféricas de A em torno
de um raio rmax. Para o sistema de membrana estudado foram escolhidas as intera¢fes entre 0s
fons célcio e o oxigénio da agua (Ca?*-OW), os atomos de agua entre si (OW-OW), os ions
célcio e o grupamento fosfato (Ca?* - POa) e entre o grupamento fosfato e o oxigénio da agua
(POs-OW). A funcdo de coordenagéo para os sistemas simulados foi calculada a partir dos
altimos 100ns de simulacgdo, sendo extraidas as médias de cada intervalo de 10ns do tempo de
simulacéo e retirados a partir desse valor a média e desvio padrdo. Na simulacéo realizada, as
distancias tomaram-se como referéncia as distancias da primeira esfera de coordenacdo como
demonstrado em figura 22, considerando as distancias Ca?*-OW (0,246 nm), OW-OW (0,279
nm), OW-PO4 (0,276 nm) e Ca?*-POs4 (0,254 nm). Os valores de distancia variaram da
literatura, excedendo entre 0,02 nm em OW-OW. (80), (81), (82), (83)
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Figura 11 — Representacdo esquemética da funcéo de distribui¢do radial considerando

esferas de solvatacdo e picos de coordenacao.

g(r)] 1" esfera de coordenacio

2* esfera de coordenagio

Modificado de

<http://www.compsoc.man.ac.uk/~lucky/Democritus/Theory/rdf.html.>

Tabela 4 — Valores comparativos da fungéo de distribuicdo de pares (g(r)) entre Ca2*-
OW,Ca?" - POs, PO4-OW e OW-OW. Sdo descritos os valores obtidos
computacionalmente nesse trabalho (g(r)); valores comparativos da literatura
(g(r) base) e suas metodologias de base.

Interacéo g(r) g(r) base metodologia de base
Ca*-OwW 0,246 0,246 ab initio

Ca2+-PO4 0,254 0,255 experimental
PO4-OW 0,276 ndo encontrado
OW-OW 0,279 0,24-0,25 experimental

O ponto tomado como referéncia para g(r) obtidos nesse experimento foram os pontos centrais

do primeiro pico.

3.3.7  Funcdo de ordem parametro de deutério

O ordenamento das cadeias lipidicas é capaz de conferir fluidez ao sistema. E percebida,

por exemplo, mobilidade conformacional entre as fases gel e liquido-cristalino quando a
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temperatura do sistema esta acima da temperatura de transicdo. Esse grau de ordenamento €

calculado através do parametro de ordem de deutério (Scp). Os parametros de ordem s&o,
normalmente, definidos para todos os carbonos saturados (CH2) que tém dois atomos de
carbono vizinhos. (79) Em ligacdes saturadas, o parametro de ordem € uma medida da restri¢éo
espacial do movimento do vetor C — H e € proporcional as divisées quadrupolares de deutério
em medicOes de RMN.

(84), (85) O parametro de deutério é calculado como:

3 < cos? (0;) > —1
2 (3.8)

Sep =

O angulo 61 representa a inclinacdo entre a cadeia lipidica e o vetor normal da bicamada

(comumente o eixo z), onde serao retiradas as médias das caudas da bicamada normal e o vetor
C(i-1)-C(i+1). A partir da equacdo percebemos facilmente que quando 6 = 0°, ou seja, ocorre
perfeita simetria entre a cadeia lipidica e o eixo z, o valor de Scp = 1, ao passo que 6 = 45°,
teremos Scp = 0,25. A metodologia utilizada, a partir dos campos de forga GROMOS,
apresenta-se simplificada pela utilizacdo dos hidrogénios implicitamente. A rotina utilizada foi

gmx order do programa GROMACS.

3.3.8  Funcao de distribuicdo de 4gua

A propriedade de distribuicdo da &gua calcula a orientacdo da molécula de 4gua em relagédo
a normal da caixa. O programa atribui moléculas de &gua inteiras a uma fatia, com base no
primeiro a&tomo de trés no grupo de arquivos de indice. Assume uma ordem O, H, H. Pode ser
também determinada pela média do cosseno do angulo entre 0 momento de dipolo da 4gua e 0

eixo da caixa. A caixa é dividida em fatias e a média da orientacdo por fatia € expressa. (48)

3.3.9 Diagrama de Caixa

Gréficos de caixa sdo muito Uteis em graficos comparacBes entre conjuntos de dados,
porque eles tém alto impacto visual e sdo faceis de entender. (86) Os dados nesse modelo de
representacdo sdo expostos de forma uni-variada no grafico de caixa atraves de grupos
numéricos chamados quartis. Os graficos de caixa podem ter linhas que se estendem a partir
das caixas chamados "bigodes" indicando a variabilidade fora dos quartis superiores e

inferiores. O objetivo desse tipo de grafico é demonstrar a populacdo estatistica. O espagamento
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entre as diferentes partes representa a disperséo e a assimetria dos dados. Os valores sdo

representados demonstrando os dados a partir do limite inferior, limite superior, primeiro

quartil, mediana e terceiro quartil.

Figura 12 — Representacdo esquematica do diagrama de caixa
Limite Primeiro Mediana ~ Segundo  Limite  Discrepancias
inferior quartil quartil superior
000

Fonte: A autora (2020)

Limite inferior: representa 0 menor ponto amostral excluindo-se as dispersdes.
Primeiro quartil: representa 25% da amostragem dos dados.

Mediana: representa 50% dos valores amostrais.

Terceiro quartil: representa 75% dos valores amostrais.

Limite superior: ponto mais distante dos valores amostrais excluindo as dispersoes.

3.3.10 Funcéo de espalhamento

Problemas em que a natureza é multivariada em que cada observacdo consiste em medidas
de varias varidveis. A analise de espalhamento trata-se de uma ferramenta exploratoria,
identificando potenciais relagdes entre variaveis por meio da criacdo de uma matriz de

covariancia. (86)

S =%k =1"(xx— m)(xk— m)" (3.9)
onde m é o vetor médio

1
m = - Z k = 1nx; (3.10)

Caso as duas variaveis sejam perfeitamente lineares terdo inclinagdo positiva e valor de S = 1.

Caso sejam perfeitamente lineares com inclinagdo negativa teréo o valor de S = -1.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

Implementacdes de novos modelos de tratamento eletrostaticos de longa distancia
(TELD) nas versdes mais recentes 0 GROMACS, geraram divergéncias em algumas
propriedades estruturais estudadas. As implementacdes foram otimizadas pelos
desenvolvedores para 0 modelo de agua SPC/E. O objetivo inicial desse trabalho € validar
a utilizacédo dos novos modelos de TELD implementados no software com o modelo de dgua
SPC/E, de modo a garantir a compatibilidade dos resultados das novas versdes do
GROMACS (SPC/E-PME) com as propriedades obtidas anteriormente com o0 modelo (SPC-
RF) para a membrana LPS rough associada a DPPE (LPS/DPPE). Os protocolos adotados
de modelo de agua foram SPC e SPC/E, comparando os TELD de RF e PME, em que cada
um dos protocolos foi feito em duplicata. Ao final de cada simulagédo computacional foram
realizadas analises de propriedades estruturais, dindmicas e distribuicdo estatistica dos
sistemas simulados para garantir a convergéncia do LPS. As anélises estruturais escolhidas
para essa etapa do trabalho foram a area por lipidio AL, espessura da bicamada Dxw e perfil
de densidade. Para as propriedades dindmicas o parametro de deutério Scp foi selecionado.
Para as propriedades estruturais foram tomados: funcdo de distribuicdo radial gror ,
histograma, probabilidade de densidade e funcdo de espalhamento. Ao realizar simulagdes
em DM uma duvida recorrente é o tempo de simulacdo necessario para garantir a
convergéncia dos parametros de interesse e do sistema. A variancia nos resultados pode ser
uma pista. A partir da variancia de difusdo de ions e principalmente do ordenamento da
agua, foi escolhido estender a simulacéo dos sistemas com PME. Nesse sentido € realizado
um estudo sistematico utilizando as variacdes dos parametros ao longo do tempo para cada
andlise. Para analise desse sistema de convergéncia o capitulo foi dividido em duas seccdes
principais que cobrem a dindmica estrutural de membranas LPS/DPPE em duas escalas de
tempo, a saber 200 ns e 800 ns. Sendo comparados as fun¢des de autocorrelacdo da

membrana e da agua.

4.1 ANALISE E CONVERGENCIA DE PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E DINAMI-
CAS: PARTE |

4.1.1 Estabilidade do Arranjo Lamelar em Membranas de LPS/DPPE
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Nesta subsec¢do serdo discutidas analises de propriedades estruturais e dindmicas, assim
como a convergéncia dos sistemas em 200 ns de simulacdo. Nesta escala de tempo a
bicamada de LPS/DPPE manteve uma estrutura lamelar em fase de liquido cristalino
conforme esperado para estes sistemas em presenca de cations divalentes e a temperatura de
300 K. O parédmetro de ordem representado pelo SUAVE nos traz informacfes sobre a
lamelaridade do sistema, sendo o pardmetro de ordem igual 1, referente a um sistema lamelar
e paralelo ao plano xy; e igual a 0 um sistema totalmente ndo lamelar. A partir dos 200 ns
simulados e representados na figura 13, todos os sistemas demonstraram comportamento
lamelar. O menor valor de parametro de ordem ocorreu em SPC-RF (0,91) e maior
parametro para SPC-PME (0,93). Ndo ocorrendo variagdes de padrdo observado entre os
modelos SPC-PME, SPC/E-PME e SPC/E-RF.

Figura 13 — Representacdo do parametro de ordem do programa SUAVE para SPC-
RF(preto), SPC/E-RF(verde), SPC-PME(vermelho) e SPC/E-PME(azul) em
200 ns.
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Fonte: A autora (2020)
A partir da figura 14, observa-se a distribui¢do dos angulos de curvatura ao longo de 200
ns de dindmica. A baixa frequéncia de angulos de inclinagdo com valores altos observados

na figura em questdo, indicam que estes sistemas apresentam um arranjo lamelar com
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lipidios alinhados ao eixo z da membrana. N&o se observam diferencas significativas no
perfil de curvatura ou arranjo tridimensional devido ao uso de corre¢cOes de interagdes de
longa distancia via RF ou PME. Na presenca de PME, o modelo SPC e SPC/E apresentam

perfil de curvatura idénticos, como pode ser percebido abaixo.

Figura 14 — Distribuicdo das frequéncias da curvatura de LPS/DPPE em funcdo dos
angulos de curvatura dos sistemas SPC-RF (preto), SPC-PME(vermelho),
SPC/E-RF(verde) e SPC/E-PME(azul) ao longo de 200 ns.
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Fonte: A autora (2020)
A conformacéo visual dos sistemas ap6s 1 ns (a esquerda) e 200ns (a direita) de simulacdo
pode ser observada através da Figura 15. Nessa figura, a escolha da cor dos ions Ca®* e
grupos fosfatos representados em esferas de van der Waals foram de cor cinza e laranja,

respectivamente.

Figura 15 - Representacdo da membrana de LPS/DPPE: (a) SPC-RF(preto), (b) SPC-
PME(vermelho), (c) SPC/E-RF(verde) e (d) SPC/E-PME(azul) em 1ns (a
equerda) e 200ns (a direita), respectivamente.
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A autora (2020)

Fonte
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4.1.2 Propriedades Estruturais: Area por Lipideo, Espessura da Membrana e Perfil de

Densidade

A éarea por lipideo AL é uma propriedade que mede o grau de empacotamento dos
sistemas simulados. Em membranas lipopolissacaridicas, AL depende de fatores como forca
de interacdo entre cada molécula, nimero de cadeias alquilicas, quimiotipos, temperatura e
tipo de contra-ion. Essa propriedade apresenta vantagens em relacdo a outras propriedades
que podem ser extraidas das simula¢cdes computacionais por ser medida experimentalmente
de forma mais precisa, facilitando assim uma comparacao direta entre modelos e medidas.
Os valores experimentais obtidos por difracdo de raio-X para AL de LPS hexa-acilado em
fase de liquido cristalino s&o 1,42, 1,56 e 1,82 nm?a partir de diferentes métodos. (87), (88),
(89) Os valores de AL calculados a partir das simulagGes do sistema LPS/DPPE estdo entre
1,51 nm? e 155 nm? proximo a variagdo observada para os valores obtidos
experimentalmente, como mostra a figura 16 e tabela 5. O desvio padréo obtidos para os
valores de AL e Dun ao longo dos sistemas simulados representa menos que 1 % das médias,
mostrando baixa variabilidade entre modelos SPCs e SPC/Es na presenca de RF e PME. Os
sistemas com o0 modelo de dgua SPC mostra ter maior AL que o0s sistemas com o modelo
SPCI/E, e por tanto menor empacotamento, independente do TELD. O experimento SPC-
PME apresentou o maior parametro de ordem, bem como a maior A.. A partir da figura 16
(a), percebemos tendéncia a convergéncia das médias de A_ para SPC-RF, SPC-PME,
SPC/E-RF e SPC/E-PME devido ao comportamento linear da analise ao longo do tempo.

Tabela 5 - Valores médios de area por lipideo (AL, em nm?), espessura (Dux, em nm),
pardmetro de deutério (Sco, sem unidade de medida), difusividade do ion
(Dion, em cm?/s) para o LPS-rough hexaacilado com modelos de 4gua SPC-
RF, SPC-PME, SPC/E-RF e SPC/E-PME.

SPC SPC SPCIE SPCIE

TELD RF PME RF PME
Ac(nm2) 1,54(0,01) 1,55(0,01) 1,53(0,01)  1,51(0,01)
Drr(nm) 3,15(0,01) 3,16(0,02) 3,15(0,01)  3,20(0,01)
SCD 0,23(0,02) 0,24(0,02) 0,212(0,005) 0,22(0,01)
Dion (107cm?/s) 0,52(0,02) 0,12(0,04) 0,52(0,04)  0,11(0,06)

Fonte: A autora (2020)
A anélise da espessura (DnH) mostra-se interessante para entendermos se hd uma

tendéncia de contracdo ou expansdo da membrana ao longo do tempo. Tal analise também
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nos traz a dimensé&o da hidrofobicidade na regido LPS/DPPE. Alguns estudos, como Dias et

al (90), mostram que existe uma correlacdo inversa entre o parametro area por cabeca (AL)
e espessura da bicamada (Dnr). Esse comportamento também foi observado na presente
simulacéo, esta exposto na figura 16 (b) e (d). O valor médio de Dnn é conservado ao longo
tempo para todas as simulages, e indica que esta propriedade atinge convergéncia na escala
de tempo simulada, tendo a média da espessura em torno de 3,15 nm. Foi observado uma

maior Dyyem SPC/E

Figural6 — (@) Evolucao temporal e (b) diagrama de barra da area por lipideo (AL).
(c) Evolucdo temporal para a bicamada e (d) diagrama de barra da
espessura da membrana (Dnn). Calculados para SPC-RF (preto), SPC-
PME (vermelho), SPC/E-RF (verde) e SPC/E-PME (azul).
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Fonte: A autora (2020)
PME, de 3,20 nm, em relagdo ao modelos SPCs e SPC/E-RF. A variacdo de 0,05 nm é
pequena, representando uma variagdo menor que 2 % em relagdo a espessura media, sendo
até menor que a distancia entre a ligacdo C-C, que mede cerca de 0,154 nm. S80 expressos

na tabela 5 também os valores de parametro de deutério (Scp) e difusividade média dos ions
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Ca?*. Tais valores serdo discutidos em se¢Oes suas proprias, por motivos organizacionais.
Por hora, por meio das tabelas 5 e 6 é possivel ter um panorama geral das principais

resultados numéricos para 0s experimentos realizados. .

Tabela 6 — Valores de coordenacdo dos ligantes calculadas por meio da funcdo de
distribuicdo radial (RDF) de gromos - retirados do ponto médio do
primeiro pico de solvatacio das ligacbes de Ca?*-OW, Ca?*-POs, OW-
POs e OW-OW - para o LPS-rough hexaacilado com modelos de agua
SPC-RF, SPC-PME, SPC/E-RF e SPC/E-PME.

SPC SPC SPC/E SPC/E

RDF RF PME RF PME
Ca*-OW  6,13(0,05) 6,32(0,02) 6,11(0,02) 6,02(0,02)
Ca2+-PO4 0,98(0,02) 0,93(0,02) 0,92(0,02) 1,01(0,02)
OW-PO,  0,0791(0,004) 0,0815(0,004) 0,0830(0,004) 0,075(0,004)
OW-OW  4,8303(0,002) 4,795(0,002) 4,828(0,004) 4,819(0,002)

Fonte: A autora (2020)

4.1.2.1 Perfil de densidade

A analise do perfil de densidade parcial descreve a localizacdo do sistema em relacao
alocalizacdo ao longo do eixo z dos componentes, e traz informagéo da avaliagdo do grau
de hidratacdo. A analise pode indicar perfil lamelar para os sistemas, além de suas medidas
poderem ser comparadas a resultados obtidos por experimentos de difragdo de néutrons.
(91) A figura 17, mostra esquematicamente a orientacdo e eixo do sistema LPS/DPPE

tomados para a producéo dos perfis de densidade.

A figura 18 é composta pelos experimentos (a)SPC-RF (b) SPC-PME; (c) SPC/E-RF e
(d) SPC/E-PME. A presenca de fosfato (em amarelo) ocorre entre 3 e 4 nm em todos 0s
experimentos da figura 18. Participando, dessa forma, de DPPE (em verde) que se localiza
entre 3 e 6 nm. E possivel observar os fosfatos também entre 6 e 8 nm, participando de LPS.
Os fosfatos eletricamente carregados encontram-se em LPS, de modo que os contra-ions,
Ca?* (em roxo), localizam-se também nessa regido, com coordenadas z entre 6 € 9 nm. A
regido da bicamada lipidica mantém-se integra, ou seja, sem a presenca de agua. A regido
com maior densidade de agua dentro da membrana apresenta-se na regido onde estdo
localizados os grupamentos fosfato eletricamente carregados e os ions Ca?*. Isso se deve ao

alto grau de hidratagdo dos contraions. Tal comportamento é percebido para 0s quatro

70
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modelos, SPC-RF, SPC-PME, SPC/E-RF e SPC/E-PME. O perfil de densidade mostrou

uma pequena variacao de densidade de agua em seu estado bulk, ou seja, nas regides 1-3 nm
e 10-11 nm, para o modelo SPC quando comparado ao modelo SPC/E. Esse padrdo mostrou-
se consistente com o maior dipolo e mais favoravel energia potencial ( Epot ) das moléculas

de agua no modelo SPC/E.

Figura 17 —  Representacio do perfil de densidade do sistema simulado - Densidade (kg.m™%)
- a0 longo do eixo Coordenada (nm) - z. Nesse eixo temos: agua (azul),
DPPE (verde), LPS (vermelho), fosfatos (amarelo) e fons Ca?* (roxo). Ao
lado temos a representacao do sistema LPS/DPPE no perfil de densidade,
em que DPPE estd em verde, LPS em vermelho.
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Figura 18 — Perfil de densidade do sistema (kg.m ) ao longo de coordenada ( eixo z,
em nm) para os experimentos (a) SPC-RF; (b) SPC-PME; (c) SPC/E-RF
e (d) SPC/E-PME em 200ns. Ao longo do eixo de coordenadas: agua
(azul), DPPE (verde), LPS (vermelho), fosfatos (amarelo) e ions Ca?*

(roxo).
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Fonte: A autora (2020)
4.1.2.2 Funcéo de probabilidade de densidade

O diagrama de caixa representa a distribuicdo empirica dos dados na forma de barra do
limite inferior e superior, em que os dados sdo distribuidos em intervalos de mesmo
tamanho, cada parte com 25 % dos dados. Os valores discrepantes séo representados como
bolinhas. O limite inferior da caixa representa o primeiro quartil da amostra e o limite
superior o terceiro quartil. Enquanto que na barra ao meio da caixa temos o valor da

mediana, como visto mais detalhadamente na secdo de andlises. Na figura 19, ao longo do



Capitulo 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 73
eixo x, temos: ions Ca®*; grupos de fosfatos carregados presentes em heptose (P2H, P4H,

P6H); grupos de fosfatos carregados em lipidio A (PA, PD) e grupos P presente em DPPE.
Ao longo do eixo z, os ions Ca?* apresentam: mediana em torno de 7,5 nm e amplitude
interquartilica de 1 nm. O limite superior dos ions Ca?* no sistema SPC/E-PME mostra-se
ligeiramente maior que nos outros analisados, apresentando pontos ndo discrepantes mais

distantes dos valores amostrais.

Figura 19 — Diagrama de caixa com o posicionamento dos fosféros e dos fons Ca?*
para 0os modelos (a) SPC-RF,(b) SPC-PME,(c) SPC/E-RF e (d)SPC/E-
PME. A representacio esta ions Ca?* (azul), P2H (amarelo), P4H (verde),
P6H (vermelho), PA (lilas), PD (marrom) e P DPPE (rosa).
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A figura 19 foi gerada a partir do programa python e os valores referentes a posi¢do de cada
atomo representado extraido do arquivo final da trajetéria. Sdo percebidos pontos
discrepantes(bolinhas), na figura, para os fons Ca?*, tanto em modelos SPC como SPC/E (em
ambos os TELD). No entanto, discrepancias na regido entre 9-10 nm s6 foram percebidas em
TELD do tipo PME. As discrepancias de ions Ca?* entre 3-4 nm ocorrem na mesma regi&o onde



Capitulo . RESULTADOS E DISCUSSAO 74
estéo localizados atomos de fosforo de DPPE. Através do diagrama de caixa podemos perceber

que entre 7,0-7,4 nm ocorre orientagdo no sentido de PA e PD, enquanto que 7,4-8,0 nm, no
sentido de - P2H, P4H e P6H. Por esse tratar-se de um diagrama de caixa, sabemos que metade
do ions Ca?*, ou seja, quase 144 ions, encontram-se distribuidos no intervalo entre 7-8 nm,
estando os outros 144 distribuidos de forma majoritéria entre 6-7 nm e 8-9 nm.

4.1.3 Propriedades Dindmicas: Scp

A propriedade ordem de carbono-deutério (Scp), mede o grau de ordenamento de cadeias
alquila calculando o angulo do alinhamento entre o vetor normal a membrana (eixo Z) e cada
vetor definido entre o C e H, descrevendo mobilidade e fluidez dessas. Quanto maior o valor
do parametro de ordem, mais ordenadas estardo as cadeias da bicamada. As cadeias
consideradas sdo acido 3-hidroxidecanoyl (I) com 10 ligacdes de carbono; acido dodecanoyl
(11) e (111) com 10 ligagdes de carbono e 12 ligagdes respectivamente. As cadeias consideradas
foram ilustradas na figura 20. Para o calculo do angulo de inclinagdo dos carbonos em relagédo
ao eixo normal, sdo tomados como referéncia os carbonos iniciais e finais. A fim de reduzir os
efeitos de desvio no célculo, foram ignorados da média os carbonos 1, 8, 9 e 10 para cadeias
com 10 carbonos; foram ignorados os carbonos 1, 10, 11 e 12 para cadeias com 12 carbonos.
Figura 20 —  Representacdo do lipidio A e das cadeias aciladas (I) acido 3-

hidroxidecanoyl(10:0LP2), (Il) acido dodecanoyl(10:0-LP1) e (lIl) acido
dodecanoyl(12:0-LP1).

ITI

Fonte: A autora (2020)
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A cadeia (1), (11) e (I11), foram tomadas como os sistemas snl, sn2 e sn3 respectivamente.

Para o célculo de sn2 e sn3, foram tomadas as médias entre os pares de ligagcdes presentes
na 3-(amino acetil)-3-deoxy-D-glucose) representadas a cima. O comportamento esperado
em Scp de cadeias lipidicas € um gréfico com decaimento do parametro de ordem de forma
crescente, ou seja, que 0s parametros mais proximos a regido hidrofébica sejam menos
ordenados. A partir da tabela 7, os valores de Scp para snl, sn2 e sn3 mostram-se
ligeiramente mais ordenados em SPC que SPC/E, independente da aproximacao usada para
0 tratamento eletrostatico de longa distancia. Na figura 21 o maior ordenamento nos &tomos
iniciais de snl e sn3 se devem a presenca de grupos ceto-ésteres no atomo 1 e 3 para sni;

no atomo 1 para sn3. O radical sn2 caracteriza-se como 0 menos ordenado.

Figura 21 — Pardmetro de deutério Scp para cadeias aciladas de LPS. Pardmetro de ordem
para as cadeias aciladas (a)SPC-RF (b)SPC-PME (c)SPC/E-RF (d) SPC/E-
PME. Cadeias snl sdo representadas (em preto), sn2 (em vermelho) e sn3

(em verde).
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Né&o existem medidas experimentais de Scp para LPS ou derivados publicados na literatura

especializada. Desta forma, € utilizada uma aproximacao que faz uso da técnica de reflectancia
total atenuada acoplada a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier para
estimar o comportamento orientacional das moléculas de LPS a partir da posicao de pico xs de
vibrago simétrica de estiramento do grupo metileno em torno de 2850 cm 2. (92) O parametro
de ordem obtido por esta técnica é um valor para toda a membrana e ndo valores individuais
para 0s atomos de carbono da cadeia. Baseado nessa técnica, o lipidio A de P. aeruginosa de
0,28 na fase liquida cristalina (88) Scp calculado indica alta fluidez da bicamada simulada em
relacdo a estimativa experimental, porém o valor de Scp calculado é representativo para a
bicamada liquida-cristalina na fase La . Estima-se os valores de S para LPS na fase liquida
cristalina em torno de 0,25+0,05, os valores obtidos computacionalmente para os sistemas em

estudo assemelham-se aos valores obtidos em trabalhos anteriores. (93)

Tabela 7 — Tabela com os valores do parametro de deutério de snl, sn2 e sn3; nos
experimentos SPC-RF, SPC-PME, SPC/E-RF e SPC/E-PME.
Modelo SCD
snl sn2 sn3
SPC-RF 0,30(0,02)  0,178(0,006) 0,208(0,008)
SPC-PME 0,30(0,02)  0,189(0,005) 0,24(0,01)
SPC/E-RF 0,29(0,01)  0,167(0,008) 0,212(0,006)
SPC/E-PME 0,29(0,01)  0,158(0,003) 0,21(0,01)

Fonte: A autora (2020)

4.1.4  Dinamica Estrutural de Solvatacdo da Membrana de LPS/DPPE

4.1.4.1 Funcdo de distribuicdo radial

A funcdo de distribuicdo radial (RDF) traz informacdes estruturais sobre a densidade de
matéria circundante em funcéo da distancia de um ponto. Dessa, sdo extraidas informacoes
sobre a frequéncia de ocorréncia de determinada distancia entre ligantes. Semelhante ao
perfil de difracdo de raios-X (DRX), para uma estrutura cristalina, em que os altos picos
observados em seu grafico RDF, séo capazes de indicar intervalos atbmicos frequentemente
presentes na estrutura. Em simulacdo de DM, o RDF é calculado contando o numero de

pares de atomos entre os intervalos de separacdo determinados.
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A partir da tabela 6 observa-se os valores médios de coordenagdo para 0S grupos

estudados, em torno da primeira camada de solvatacdo. Na presenca do LPS-rough, a
coordenacio total do ion Ca®" observada na tabela 5 variou entre 7,02-7,25, enquanto a
coordenacio do ion Ca?na presenca do fosfato variou entre 0,92-1,01, em relagdo a média
de coordenacdo. A &gua coordenou-se mais fortemente consigo mesma( valores entre 4,795-
4,830), enquanto sua coordenagdo com o fosfato ficou entre 0,0791-0,0830(praticamente
inexistente). O valor descrito na literatura obtido em relacdo a coordenacdo média dos ions
de célcio com agua através de metodologias experimentais, como a difracao de raio-X, foi
percebido variagOes entre 6-8. (94) Ao comparar com experimentos, quando consideradas
outras técnicas, o valor médio obtido é de 7,1. (80) Simulagdes de DM realizadas por 1 ps
com jon Ca? e agua (SPC-RF), em campo de forca "GROMOS 54a7"com ions de
"GROMOS 53a6", resultou em coordenacéo de 7,88. Simulacdes realizadas com o ion Ca?*,
o fon?’0U1 e agua (SPC/E-PME) em 200 ns, utilizando os mesmos parametros deste
experimento apresentaram coordenacdo média Ca-OW de 5,973 e Ca-POs de 0,959,
totalizando coordenagdo média do Ca?* de 6,927. Dessa forma podemos afirmar que 0s
valores obtidos para coordenagdo dos ions Ca?* encontrados nessa simulagdo mostram-se
condizentes com os valores obtidos na literatura, bem como de experimentos em DM com a
mesma metodologia. Ademais, segundo Katz et al, hd uma pequena penalidade energética
devido alteracdo do nimero de moléculas de 4gua na primeira camada de coordenacao entre
6e8.(95)

Comparagdes experimentais entre os valores médios de coordenacéo do ion Ca®* com o
fosfato ndo foram encontradas, sendo entdo considerados para efeitos comparativos um ion
de raio i6nico mais proximo ao do Ca?* (100 pm), o ion Mg?* (72 pm). No modelo
experimental partindo de Mg?* e dimetilfosfato (DMP) em presenca de &gua, foram

observadas ocupacao de um oxigénio do grupo fosfato na posicao do oxigénio da dgua em

camada de solvatacéo octaédrica com seis moléculas de agua (M 9(H20)5 ). (96) O mesmo
comportamento é observado neste trabalho em relacdo aos oxigénios ndo metilados do
fosforo e os ions Ca?*. As posicdes do grupo célcio e fosfato sio proximas, no entanto na
tabela 5 percebemos ser pequena a formacgéo de ligacdes a nivel de primeira camada de
solvatacdo. Em relacdo as distancias dos picos de coordenacdo descritos na figura 22, em
que ha uma sobreposicdo dos graficos dos 4 sistemas estudados, podemos perceber
congruéncia em relacdo aos picos para os pares. As distancias dos picos de coordenagéo

serdo discutidas sequencialmente,como (a) 0,246 nm,(b) 0,254 nm, (c) 0,279 nm e (d) 0,276
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nm. Ao considerar simulagdes em ab initio, a funcéo de distribuigéo radial para Ca-O estava
situada em 0,246 nm, igual ao valor obtido em (a). (80) Trabalhos experimentais se
aproximam do pico da primeira camada de solvatacio de (b) Ca?*-POse (c) OW-OW, em

que foram observados respectivamente 0,255 nm e 0,24- 0,25 nm. (81), (83), (82)

Figura 22 — Funcdo de distribuicéo radial entre fons Ca*: OW (a) e PO4 (b); OW:
OW (c) e PO4(d).
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Fonte: A autora (2020)
4.1.4.2 Fungdo de espalhamento

Os gréficos da figura 23 foram obtidos através das coordenadas finais dos fosforos e ions
Ca?". Essas foram plotadas por meio da biblioteca matplotlib e seaborn de python. A partir
dos eixos, podemos perceber que para os ions Ca?*, no modelo SPC-PME, que ocorre livre
variacdo desses ions ao longo dos eixos x e y. Enquanto que ao longo do eixo z, os valores

médios mantém-se constantes. A figura 23, que representa o espalhamento de fons Ca*em
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relacdo aos fosfatos dos sistemas, descreve o espalhamento apenas em relagéo a parte do

superior da bicamada lipidica. Ao comparar a funcéo de espalhamento para 0os atomos ao

longo dos eixo X, y e z; podemos perceber que as posicdes dos ions Ca?* estdo na mesmas

regies da dos fosfatos. Isso demonstra a alta probabilidade de ligacdo desses. Percebemos

também uma distribuicdo uniforme para os &tomos de forma geral, ao longo de x e y, como

era de se esperar.
Figura 23 —

P4H(verde), P6H(vermelho); em glucose (lipideo A):
PD(marrom) ;e de DPPE: P DPPE (rosa)), em fungéo dos eixos X, y e z.

4 a 2% .0 o,

X (nm)

10 4

y.(nin)

W s U O N ® W O N s O ®©
e T H S

Zz (nm)

ll5 4 6 8
Z (nm)

5 10
y.(nm)

Fonte: A autora (2020)

415  Comportamento da Agua em LPS/DPPE

4.1.5.1 Orientacdo da dgua

Ao longo da anélise de orientacdo da adgua podemos perceber em figura 24 que as
moléculas de agua se orientaram mais fortemente entre 4 e 6 nm, devido a quantidade
reduzida de moléculas de 4gua nesse intervalo, bem como devido a presenca de ions fosfato.
Esse ordenamento ndo tem um padréo definido, mas varia entre 0,5 e 1,0 em relacdo a
normal da membrana. A variacdo na ordenacdo nos mostra que as moléculas de agua de
ambos 0s modelos permanecem girando ao longo do intervalo de 25 ns dos ultimos 100 ns

de simulacdo. Na figura, a configuracéo inicial € mostrada em preto, a final em vermelho.

Funcio de espalhamento, para experimento SPC-RF, dos ions (Ca?*, em
azul) e &tomos de fosforo de LPS/DPPE (em heptose (galU): P2H(laranja),
PA(roxo),

atomo

P2H
PaH
PEH
PA

P_DPPE
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Amostras intermediarias sdo amostradas a cada 25000 passos e sdo mostradas nas linhas

tracejadas em marrom.

Figura 24 — Parametro de ordenamento das moléculas de agua (Swater), calculado por
rotina gromacs, na superficie externa da membrana. Os sistemas
simulados séo (a) SPCRF;(b) SPC-PME;(c) SPC/E-RF e (d) SPC/E-PME.
Em preto, os primeiros 25 ns; em vermelho, os tltimos 25 ns (75-100 ns),
e pontilhado os intervalos 25-50 ns e 50-75 ns.
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Fonte: A autora (2020)

4.1.6  Convergéncia de Propriedades Estruturais em 200 ns

A funcéo de autocorrelagdo tem seu valor variando de 1 a -1, em que 0 significa a total
perda de correlacdo com o sistema inicial. O coeficiente de autocovariancia mede a relacao
entre dois valores z:e zi+k, onde K € a distancia entre os valores. A funcao de autocorrelagdo
é uma funcdo adimensional. Através dessa analise podemos perceber a ndo aleatoriedade
dos dados e identificar um modelo de série temporal. Atraves da funcdo de autocorrelacao
pode-se perceber que o sistema comeca a perder correlacdo muito rapidamente ao longo dos
primeiros 20 ns, em sequéncia vai decrescendo muito lentamente até perder completamente
a correlacdo com sua conformacdo inicial. Proximo aos 200 ns os sistemas SPC-RF,SPC/E-
RF e SPC/E-PME estdo seguindo linearmente em C(t)= 0, ou seja, com perda da correlagao.
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SPC-PME demorou mais para convergir em relacdo aos demais sistemas como demonstrado

na figura 25.
Figura 25 — Funcdo de autocorrelacdo (adimensional) entre os oxigénios da molécula
de agua para os modelos SPC e SPC/E, submetidos a TELD RF e PME.
Tem-se a representacdo de SPC/E-RF (verde), SPC-RF (preto), SPC-PME
(vermelho) e SPC/E-PME (azul).
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Fonte: A autora (2020)

Ao comparar a perda de autocorrelacdo para sistemas de dgua puros da figura 26,a perda
completa de autocorrelacdo ocorre em tempo inferior a 10 ns, permanecendo estacionaria
ao longo do intervalo. Esse intervalo representa 100% em relagéo as mudangas lentas de
conformacéo da dgua como jump e tumbling, da ordem de 1-7 ps. A presenca de sistemas
carregados em simula¢es de DM demora muito mais tempo para apresentar estabilizacao

e convergéncia de seus sistemas.
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Figura 26 — Funcdo de autocorrelagdo de agua pura em funcéo do tempo (ao longo de 100
ns). Sao representados os modelos SPC(roxo) e SPC/E(azul ciano).
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Fonte: A autora (2020)

4.1.7  Comparac0Oes da funcéo de energia de pares

A funcdo de energia potencial entre os diferentes modelos de 4gua varia em uma fracéo de
11% segundo a tabela 1. Esta se¢do tem por objetivo comparar esses valores em relacdo as
simulacdes. Ao relacionar a energia de pares entre diferentes grupos moleculares pelo termo
de Lennard-Jones, é possivel perceber que ndo ha diferenca nos termos para os diferentes

modelos de dgua testados, como pode ser visto na tabela abaixo.

Tabela8—  Constantes Cse C12de Lennard-Jones para o calculo da energia de pares Oxigénio
(O) e Hidrogénio (H), para os modelos de 4gua SPC e SPC/E.

Modelo  Cs(0)V2  (C12(0)Y$)x1073  (Ce(H)V?*)x1073
SPC  0,05116 1,623 0,0
SPC/E 0,5116 1,623 0,0

Fonte: Gromacs (2014)

Qualquer variagdo nessa andlise é resultado da diferenca entre os dipolos dos modelos
de agua, e como essa diferenca pode resultar em aumento ou diminuicéo na distancia entre

os atomos. Nos sistema simulados temos uma diferenca de 192 (0,6%) moléculas de agua
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SPC a mais para um sistema de mesma dimensdo, entre os diferentes experimentos. De

forma quantitativa, o calculo da energia de Lennard Jones demonstrou, que apenas alterando
0 modelo de agua temos uma diferenca no parametro de Lennard-Jones entre 0,2%(RF) e
23,9%(PME) a mais de SPC/E em relacdo a SPC. Para os parametros de Coulomb, a variacao
em relacdo a alteracdo no modelo de &gua resultou em variacdo de 0,74% (RF) e 6,54%
(PME), como mostrado na tabela 9.

Tabela 9 — Parametros de energia de Lennard-Jones intermolecular e Coulomb
intermolecular para os modelos SPC e SPC/E com TELD RF e PME. S&o
apresentados na tabela os seguintes parametros: raio de corte (Cutoff, em
nm), Energia de Lennard-Jones (Energia LJ, em 10 kJ/mol), erro estatistico
calculado por gromacs referente a energia de Lennard-Jones (em 10°
kJ/mol)), Energia de Coulomb (Energia Coulomb em 10%kJ/mol) e o erro
estatistico calculado por gromacs referente a energia de Coulomb (em 10°

kJ/mol)).
Modelo SPC SPC/E
TELD RF PME RF PME
Cutoff(nm) 1,4 1,2 14 1,2
Energia LJ x10%(kJ/mol) 1575 167,22 157,85 219,91
erro estatistico x10° 0,2 0,06 0,07 0,06
Energia Coulomb x103 (kJ/mol) -2805,6 -2822,3 -2807,6 -3019,4
erro estatistico x103 1,200 0,2 0,2 0,3

Fonte: Gromacs (2014)

A funcdo de energia potencial descreve as mudancas energéticas em funcdo das
variacOes das coordenadas atdmicas, incluindo o rearranjo de ligacdes quimicas. Essas
variacOes representam tanto mudancas intra-atbmicas (como angulo, tor¢éo e ligacdo) como
intermoleculares (interacGes de van der Waals e Couldmbica). A partir da figura 27 percebe-
se uma continuidade ao longo de 200 ns de simulacdo para Energia total e potencial dos
sistemas analisados. Nota-se uma menor energia no sistema com presenca de agua SPC/E-
PME em relacdo aos demais. Os sistemas SPC em tratamento RF e PME, bem como SPC/E

com TELD RF apresentaram diferencas entre si pouco significativas.

83



Capitulo 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 84

Figura 27 —  (a) Célculo de energia total e (b) potencial durante a trajetoria de 200 ns para
o sistema LPS/DPPE em presenca de &gua SPC e SPC/E, com TELD RF e
PME. Os experimentos respresentados sdo SPC-RF (preto), SPC-PME
(vermelho), SPC/E-RF (verde) e SPC/E-PME (azul).
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Fonte: A autora (2020)
4.2  ANALISE E CONVERGENCIA DE PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E DINAMI-
CAS: PARTE II

4.2.1  Estabilidade do Arranjo Lamelar em Membranas LPS/DPPE

O estudo da estabilidade do arranjo lamelar no sistema LPS/DPPE caracteriza o desvio
do angulo normal da superficie em relacdo ao eixo normal do sistema (eixo z). Quanto mais
proximo a zero o valor obtido no eixo y, mais bem representada pelo plano xy estard o
sistema e, consequentemente maior a sua planaridade. Os sistemas analisados e
representados na figura 28 apresentaram pequenas variacOes de curvatura ao longo da
simulagdo, tendo variagdo maxima de 40 graus de curvatura. Ndo € possivel perceber
significativas diferengas entre os sistemas simulados em relacéo a planaridade e ambos os

sistemas mostram-se planos no intervalo.
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Figura 28 — Distribuigé@o dos angulos de curvatura para 800 ns. Os sistemas representados

sdo em vermelho SPC-PME e em azul SPC/E-PME.

— SPC-PME —
— SPC/E-PME

Frequéncia %

0 1 L = 1 | 1 | 1
0 20 40 60 80 100

An gulo[o]

Fonte: A autora (2020)
4.2.2  Propriedades Estruturais: A., Dnn e Perfil de Densidade

O célculo do grau de empacotamento dos lipidios na simulacdo € medido através da
analise area por lipidio para os sistemas hexacilados de LPS rough. A partir da figura 29
percebemos:(a) continuidade dos valores de AL obtidos nos sistemas estudados; (b) area por
lipidio para SPCPME e SPC/E-PME respectivamente de 1,54 nm? e 1,53 nm%(c)
representacdo temporal de Dwnn Similar aos valores obtidos nos sistemas estudados
anteriormente, com integridade da superficie mantida; (d) valor médio de Dnw para SPC-
PME e SPC/E-PME respectivamente 3,18 (0,02) e 3,17 (0,02).
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Figura 29 — Area por lipideo (AL) ao longo de 800 ns (), histograma da média da area
por lipideo (AL) (b), espessura da bicamada lipidica (Dnn) ao longo de 800
ns (c) e histograma da média da espessura da bicamada (Dnn) (d) para SPC-
PME (vermelho) e SPC/E PME (azul).

1,59~ .

. . . .
(@) )
1,44~ ¥
— SPCE-PME
: |
141 -
14 ‘ I s | . I s 5 p
5 R i St SPC-PME SPC/E-PME

400
Tempo (ns)

1 i T J ' 3241 T

25}
F
2 | [ q
I 3,06~ -
3,05 — SPC-PME I »
— SPCE-PME 3,03
L | L | L | L 3

3 200 30 00 500 SPC-PME SPC/E-PME

Tempo (ns)

Fonte: A autora (2020)
A tabela 10 mostra o crescimento dos pardmetros AL e Dnn de forma cumulativa de 0 ns
a 800 ns para os sistemas com SPC-PME e SPC/E-PME. A partir de 300 ns da referida tabela,
os valores cumulativos obtidos para AL e Dnn variam apenas no intervalo do desvio padrdo,

e mantém o desvio padréo em baixos valores, indicando a convergéncia dos parametros.
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Tabela 10 — Representacdo temporal cumulativa para a andlise area por lipideo
(AL,em[nm]®) e  espessura da bicamada (Duw,em[nm]) em presenca de
agua SPC-PME e SPC/EPME no sistema LPS/DPPE e contra-ions Ca?*

Tempo(ns) A[nm]? Dun[nm]

SPC-PME SPC/E-PME SPC-PME SPC/E-PME
100 1,53(0,01)  1,50(0,02) 3,18(0,01) 3,20(0,03)
200 1,54(0,01) 1,51(0,02) 3,18(0,01) 3,20(0,02)
300 1,54(0,01) 1,52(0,02) 3,17(0,01 3,17(0,02)
400 1,54(0,01) 1,52(0,02) 3,17(0,01) 3,18(0,02)
500 1,54(0,01) 1,52(0,02) 3,18(0,02 3,18(0,02)
600 1,54(0,01)  1,53(0,02) 3,18(0,02) 3,17(0,02)
700 1,54(0,01)  1,53(0,02) 3,18(0,02) 3,17(0,02)
800 1,54(0,01)  1,53(0,02) 3,18(0,02) 3,17(0,02)

Fonte: A autora (2020)
A figura 30 nos mostra 0 comportamento temporal de ALe Dnn em fragdes temporais, como
por exemplo 0-100 ns, 100-200 ns, etc. Por se tratar de um sistema dinamico, € interessante
perceber que ao longo dos diferentes intervalos continuam os valores para AL e Dnn oscilando
ao longo do tempo para SPC-PME (vermelho) e SPC/E-PME (azul).

Figura30—  Médiatemporal para as analise de area por lipideo (AL) e espessura da bicamada
(Dnn) em fragbes de 100 ns. Representadas para os sistemas LPS/DPPE e
contraions Ca?" em presenca de SPC-PME (vermelho) e SPC/E-PME (azul).
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Fonte: A autora (2020)

4.2.2.1 Perfil de densidade
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O perfil de densidade nos traz informac0es sobre a distribuicdo da densidade ao longo dos

12nm da caixa simulada, descrevendo o perfil de densidade de cada um dos componentes do

sistema. O perfil de densidade em 800 ns exposto na figura 31 confirma que ndo houve

desestruturacéo da bicamada lipidica ao longo do eixo z, demonstrando a manutencao do perfil

de densidade dos contra-ions do sistema. O perfil de densidade néo varia simulagdes com 0s
modelos SPC-PME(a esquerda) e SPC/E-PME(a direita). Temos as moléculas de LPS em

vermelho, DPPE em verde, grupos fosfato em laranja e ions Ca?* em roxo. Ao comparar com a

figura 18, percebemos que ndo houveram variagfes do perfil obtido em 800 ns e 200 ns de

simulacéo, nos levando a acreditar que esse parametro j& havia convergido anteriormente.

Figura 31 —
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800 ns. Ao longo do eixo de coordenadas: agua (azul), DPPE (verde), LPS
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Fonte: A autora (2020)

4.2.2.2 Funcdo de Probabilidade de Densidade

A funcéo de probabilidade ao longo dos 800 ns para SPC e SPC/E com TELD expressos na

figura 32 nos mostra que os limites superior e inferior descritos se mantém aos da figura 19.

Figura 32 —

Diagrama de caixa para os modelos (a)SPC-PME e (b)SPC/E-PME a partir
dos fons Ca?* (azul), P2H (amarelo), P4H (verde),P6H (vermelho), PA (lilas),
PD (marrom) e P DPPE (rosa).
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Fonte: A autora (2020)

4.2.3  Propriedade Dinamica: Scp

O parametro de deutério mostra comportamento analogo ao observado em 200 ns, como

pode ser percebido na figura 33.

Figura 33 —  Parametro de deutério Scp para cadeias aciladas de LPS. Média de tempo dos
ultimos 50 ns de simulacdo para SPC-PME (a) e SPC/E-PME (b). Cadeias snl

séo representadas em preto, sn2 em vermelho e sn3 em verde.
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Fonte: A autora (2020)
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Tabela 11 — Parédmetro de ordem de deutério (adimensional) para as cadeias aciladas sn1,

sn2 e sn3 ao longo de 800 ns em presenca de 4gua SPC e SPC/E

Modelos SCD
snl sn2 sn3
SPC-PME 0,30(0,01) 0,175(0,007) 0,20(0,03)
SPC/E-PME 0,29(0,02) 0,19(0,01) 0,20(0,02)

Fonte: A autora (2020)
4.2.4  Dinamica Estrutural de Solvatacdo de Membrana de LPS/DPPE
4.2.4.1 Funcdo de distribuicdo radial

O LPS rough, membrana externa de P. aeruginosa, conta ao longo de sua estrutura 5
grupos fosfato por segmento(representados na figura 3),sem diferenciacdo de carga no
grupo, trés deles em heptose (P2H, P4H e P6H) e dois deles em lipidio A (PA e PD), os
grupamentos fosfato e carboxila que conferem carga a membrana. Sistemas carregados

contam com a presenca de contra-ions para neutralizagdo do sistema, que no caso em questao

s40 os fons Ca?*. Cada grupamento fosfato (£ )OIQ) apresenta carga liquida -2 e, de modo a
ligar-se com um dos ions Ca?*, preferencialmente através dos oxigénios ndo metilado (em
geral OP2 e OP3) com cargas -0,884 e. O ion Ca?* caracteriza-se como fortemente hidratado

e como vimos em se¢des anteriores apresenta nimero de coordenacgdo experimental entre 6

e 8, também apresentam alta densidade de carga. Os fons fosfato ({ POy 2) apresentam alta
densidade de carga distribuida. LigacGes entre ions com mesma densidade de carga tendem
a ter contato direto. Segundo Van der Vergt et al, moléculas de agua nas proximidades dos
anions fosfato terdo uma reorientacdo diferente da agua em seu estado bulk. (97) A figura
34 representa a tendéncia de ligagdo entre os fons Ca* (em laranja) e 0s oxigénios n&o
metilados do fosfato (em vermelho).
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Figura 34 — Representacéo da ligagdo jons Ca?* e (CH3)HPO4
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Fonte: A autora (2020)

A tabela 12 nos traz informacdes sobre 0 nimero de coordenacdo dos pares ion com
oxigénio da molécula de agua, fosfato dos grupos heptose e lipidio A; bem como agua com
fosfato dos grupos heptose e lipidio A, com &gua. O nimero de coordenacdo total para os
fons Ca?" em LPS/DPPE a 800 ns com SPC-PME e SPC/E-PME foram respectivamente
7,25 e 7,22. O nimero de coordenacdo total da agua para SPC-PME e SPC/E-PME foi
respectivamente 4,49 e 4,53. Os valores obtidos em 800 ns mostraram-se consistentes aos

valores das analises em 200 ns, como pode ser observado na tabela 5.

Tabela 12 — Valores de coordenacdo dos ligantes calculadas por meio da fungéo de
distribuicéo radial (RDF) de gromos - retirados do ponto médio do primeiro
pico de solvatacéo das ligacdes de Ca?*-OW, Ca®*-PQ4, OW-PO, e OW-
OW - para o LPS-rough hexaacilado com modelos de agua SPC-RF, SPC-
PME, SPC/E-RF e SPC/E-PME a simulacédo de 800ns.

Modelo Ca*?*-OW OWwW-OWwW OW-PO, Ca2+-PO4
SPC-PME 6,49(0,02) 4,412(0,003) 0,080(0,001) 0,76(0,01)
SPC/E-PME 6,58(0,04) 4,448(0,001) 0,079(0,001) 0,64(0,02)

Fonte: A autora (2020)

91
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Ao analisar isoladamente o niimero de coordenagdo do ion Ca?* em relagio & gua e ao

fon PO4 presente em heptose e lipidio A, perceberemos um aumento da coordenagio de Ca?*-
OW e decréscimo na coordenagdo Ca?*-PO,em ambos modelos de agua testados, se

comparados as analises de RDF em 200 ns.

A fim de estudar a convergéncia temporal do nimero de coordenacdo foram extraidos 0s
valores a partir de variacdes de 10 ns e agrupadas a cada 100 ns, retirando de cada 10 amostras
de 10 ns a sua média e desvio padrdo. Realizado de forma sistemética ao longo dos 800 ns. Os

valores obtidos foram plotados na figura 35.

Figura 35 — NUmero de coordenagdo médio em sistema LPS/DPPE com SPC-
PME(vermelho) e SPC/E-PME(azul), referente a ligacéo: ion (a) Ca?*-OW,
(b) fon Ca?*-POge (c) OW-PQ..
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Fonte: A autora (2020)

A partir da figura podemos confirmar as tendéncias observadas nas tabelas 5 e 12, o
aumento da coordencdo de Ca?*-OW e decréscimo de Ca?*-PO, ocorrendo consistentemente
ao longo da simulagdo. O sistema com SPC-PME mostrou menor desvio padrdo que SPC/E-
PME ao longo dos primeiros 300 ns de simulacdo. A partir de 400 ns comegcamos a perceber
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um comportamento mais linear em ambos os sistemas e menor desvio padréo entre as amostras.

N&o ha razdo experimental que explique o aumento do nimero de coordenagdo do ion com a
agua, uma vez presentes os ions fosfato. Em secGes posteriores, que tratam do Perfil de
hidratacdo do sistema LPS/DPPE, perceberemos um aumento na proporc¢do de dgua ao longo
do LPS de 9 a 10% dependendo do sistema. A maior disponibilidade de 4gua ao longo de LPS
rough e a tendéncia de crescimento da coordenacdo de Ca?*-OW em mesma proporgao sio
indicios. Os valores obtidos podem indicar necessidade de reparametrizacdo do fosforo para o

experimento em questéo.

A partir da figura 36 observamos os picos referentes a primeira camada de solvatagdo para
a simulacdo de 800 ns. Os picos referentes ao modelo SPC-PME e SPC/E-PME se
sobrepuseram no gréfico. Nao foram percebidas alteragdes quando comparadas o sistema de
200 ns, desta forma também néo s&o diferentes dos valores obtidos na literatura. Os valores de
pico sdo para Ca®*-OW, Ca?*-PO4, OW-PO4e OW-OW, respectivamente: 0,246;0,254; 0,276
e 0,279.

Figura 36 — Funcéo de distribuicao radial (ao final de 800 ns) em funcéo da distancia das
ligagBes (em nm) para os sistemas (a) Ca?*-OW, (b) Ca?*-PQa, (c) OW-OW
e (d) OWPOs..
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425 Difusao de ions

A difusividade trata-se do fluxo liquido de moléculas de uma regido de maior para uma
regidao de menor concentracdo, ocorrendo também em meios onde ndo ha um gradiente de
concentragdo como um processo de mistura de substancias. A difusividade dependo do tamanho
e da forma do soluto, bem como da temperatura e viscosidade do solvente. A difusividade total
do tensor ions Ca?* chegam a ser 10000 vezes menor que a difusividade total do tensor 4gua na
simulacdo. Estes valores podem ser comparados na subsecao difusividade da agua, em que a
difusividade da 4gua varia entre 2,00 x 10°e 3,25 x 10>, enquanto a difusividade média ao
longo de todo o intervalo de 800 ns em SPC-PME para os ions Ca?* foram de 2,2 x 1078, como
mostrados na tabela 14. Muito embora o raio iénico do jon Ca?* (100pm) seja menor do que a
préprio atomo de oxigénio (152pm), sendo, portanto, em teoria mais facilmente transportado,
porém devido a presenca de regides carregadas, que permitem uma interacdo de contato direto,
percebemos uma difusdo menos pronunciada destes ions. Por meio da tabela 13 foram retiradas
difusividades dos fons Ca?* em intervalos de 100 ns calculados utilizando o tensor com o
deslocamento em todos os eixos. Através dos valores obtidos de desvio padrdo, percebemos ao
longo de todo o tempo analisado em metade das amostras que em alguns intervalos, os modelos
SPC-PME e SPC/E-PME apresentam um erro associado da mesma ordem de grandeza, da
difusividade média, ndo sendo possivel tracar um perfil de comportamento difusivo conclusivo
ao longo do tempo. Mesmo a carga do dipolo para as moléculas de dgua SPC/E serem mais
fortes e portando mais "viscosas", a maior difusividade em SPC s6 é percebido ao longo dos
primeiros 400 ns, ndo sendo percebida ao longo de toda a simulagdo. Baseado no manual do
Gromacs verificamos que a utilizacdo do sistema de controle "pme-order"em uma interpolacédo
de quarta ordem nos confere uma acurcia de 5 x 1073, podendo esta inacuréacia estar

relacionada a limitacdes sistematicas da metodologia.
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Tabela13—  Coeficientes de difusdo (difusividade molar) dos fons Ca** em 10’(cm?/s), em
intervalos de 100 ns por meio do calculo de tensor total medidos para
LPS/DPPE em presenga de d&gua SPC e SPC/E respectivamente.

Coeficiente de difusdo(Difusividade molar))[10~7(cm?/s)]

Tempo(ns) Total
SPC-PME SPC/E-PME
200-300  0,20(0,01) 0,11(0,12)
300-400  0,17(0,14) 0,16(0,06)
400-500  0,05(0,01) 0,30(0,08)
500-600  0,06(0,02) 0,15(0,03)
600-700  0,16(0,09) 0,07(0,06)
700-800  0,000(0,01) 0,08(0,04)

Fonte: A autora (2020)

Ao analisar a tabela 14 referente aos valores de difusividade cumulativos ao longo do
eixo z e por meio do plano xy. Optou-se pela utilizacdo do plano xy, uma vez que nao havia
expressiva diferenca de comportamento dos eixos x e y isoladamente. Nota-se que a
difusividade média dos ions é mais significativa ao longo do plano xy, chegando a ser 10
vezes maior se comparada ao eixo z, isso ocorre pela existéncia de regides fosfatadas em
que é mais expressa a tendéncia de ligacdo com ions Ca?*. A maior tendéncia a difusio
destes ions ocorre ao longo do plano xy, devido a menor variacdo de energia, quando
comparado com a variacdo de cargas em z. O resultado disso é expresso no tensor total com
valores préximos ao da difusdo total nesse plano, percebidos ao comparar a tabelas 14 e 13.

Tabela 14 — Coeficientes de difusio (difusividade molar) dos ions Ca?* em 10~"(cm?/s
ao longo de todo o intervalo de tempo de forma cumulativa, representado
pelo eixo z e plano Xy em modelos SPC e SPC/E respectivamente.

Coeficiente de difusdo(Difusividade molar)[10~"cm?/s]

Tempo(ns) Eixo z Plano xy
SPC-PME  SPC/E-PME SPC-PME SPC/E-
PME
200 0,010(0,001) 0,03(0,03) 0,17(0,06)  0,13(0,02)
400 0,01(0,01)  0,04(0,04) 0,18(0,04) 0,33(0,11)
600 0,01(0,01)  0,04(0,04) 0,01(0,01) 0,21(0,06)

Fonte: A autora (2020)
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A partir das figuras 37 e 38 de espalhamentos dos ions Ca?* e atomos de fosforo de

forma a representar uma distribui¢do gaussiana ao longo de seus intervalos de ocorréncia,

bem como uniformidade de distribuicdo ao longo do plano xy. N&o é possivel perceber

diferencas na distribuicdo de ions devido ao modelo de &gua utilizado como pode ser
percebido na figura abaixo.

Figura 37 —
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Figura 38 —

Funcao de espalhamento, para experimento SPC-PME, dos ions (Ca?*, em
azul) e &tomos de fosforo de LPS/DPPE (em heptose (galU): P2H(laranja),
P4H(verde), P6H(vermelho); em glucose (lipideo A): PA(roxo),
PD(marrom) ;e de DPPE: P DPPE (rosa)), em fungéo dos eixos X, y e z.

10.0
7.5
5.0 1
2.5+

0.0

10.0

7.5 4

5.0 4

2.59

o,
'

0.0

S0 0 0 8 00
3
I

s o ST

2T .. Geael

SIeaTisasatianetss
ePplel el

-5 6 5I 1‘0 £5 —IS (Il 5‘: 1‘0 1I5 4 6 8
X (nm) v.(nmn) z (nm)

10

Fonte: A autora (2020)

Funcdo de espalhamento, para experimento SPC/E-PME, dos ions (Ca?*,
em azul) e atomos de fosforo de LPS/DPPE (em heptose (galU):
P2H(laranja), P4H(verde), P6H(vermelho); em glucose (lipideo A):

PA(roxo), PD(marrom) ;e de DPPE: P DPPE (rosa)), em fungédo dos eixos
X,yez.

96
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Fonte: A autora (2020)

42.6  Comportamento da Agua em LPS/DPPE
4.2.6.1 Difusdo da &gua

A difusividade mede a capacidade de penetracdo de uma molécula ou substancia em um
meio. O comportamento difusivo dos modelos agua SPC e SPC/E em relagdo ao sistema

LPS/DPPE estdo expressos na figura 39, representados para o tempo de 800 ns de simulacao.

Figura 39 — Difusdo da agua em presenca de LPS/DPPE (em unidades 10-°cm?/2) por
tempo (ns), representada por tensor unico da média em X, y e z; calculado
por meio de rotina gromacs. Em vermelho, SPC-PME e em azul SPC/E-
PME.
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Fonte: A autora (2020)

A difusividade média calculada no intervalo é respectivamente para SPC e SPC/E:
3,3.10°cm?/2 e 2,0.10"5cm?/2. O valor obtido apresenta mesma ordem de grandeza, porém ha
um decréscimo de 30% na difusividade em ambos os modelos em relacdo ao padrdo bulk
expresso na tabela 1, esse resultado é esperado devido a presenca de fons carregados Ca®* e
LPS/DPPE. A difusividade média da 4gua experimental em estado bulk é 2,63 .10°cm?/2. (98)

4.2.6.2 Perfil de hidratacdo

Esta secdo tem por intuito relacionar de forma comparativa a razdo de moléculas de dgua
em relacdo ao nimero de &tomos das cadeias aciladas presentes no intervalo entre 6 nm e
9,5 nm, regido identificada na andlise perfil de densidade (figura 31) com maior
concentracio de fons Ca?*. Os calculos foram feitos de modo a considerar o nimero total
de moléculas de dgua presentes nesse intervalo em razdo ao numero de atomos, procurando
entender se haveria alguma tendéncia a hidratacdo das cadeias mais externas de LPS. Dessa
forma, avalia-se a estabilidade de LPS/DPPE pela penetrabilidade da agua na regido entre

6 e 9,5 nm. A equacao é expressa da seguinte forma:

ELo:rte

nLps 4.1)
Em que nH20 € 0 nimero de moléculas de agua presentes no dados intervalo, dividido
pelo nimero de atomos de LPS no intervalo, nies. A escolha da razdo entre esses termos (

NH20 € NLps) permite maior acuracia do grau de hidratacdo das cadeias externas de LPS, em



Capitulo 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

fungdo da movimentagdo natural do sistema em DM. Na figura 40, percebe-se uma
proporcdo equivalente de hidratacdo dos sistemas com os modelos de 4gua SPC e SPCI/E.
A proporcdo media € de 0,4 moléculas de agua por atomo de LPS, ou seja, 2 moléculas de
agua a cada 5 atomos de LPS. Sao encontradas em média nesse intervalo 15320 4&tomos que
compdem o LPS, com desvio padrdo amostral méaximo de 92 dtomos. O nimero medio de
atomos presente representa cerca de 77 % do atomos dos 20016 atomos de LPS presentes
no sistema, enquanto o numero médio de moléculas de agua presentes no intervalo
representa cerca de 21 % (6557/30699, 6439/30507) da 4gua na caixa.

H4 discreta tendéncia ascendente no padréo de hidratacdo das cadeias aciladas com o
crescimento do tempo de simulacdo. No entanto, mesmo com essa tendéncia, nao foram
percebidas diferencas significativas entre os modelos de 4gua estudados com relacdo a sua

penetrabilidade e, consequente hidratacao.

99

Figura 40 — Razéo de hidratacdo das cadeias aciladas ao longo de 800 ns. Representados,

em vermelho, SPC-PME e ,em azul, SPC/E-PME.
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Fonte: A autora (2020)
4.2.6.3 Orientacdo da dgua

Assim como na orientacdo da &gua em 200 ns, podemos perceber que a &gua se coordena
negativamente proximo ao eixo z em 4 nm na figura 41, tendendo a se coordenar
positivamente proximo ao eixo z em 6 nm. Isso ocorre devido a menor quantidade de agua,

como também devido a maior coordenagio da dgua com os ions Ca?*. Em ambos sistemas
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os Ultimos 25ns encontram-se mais coordenados que os primeiros dentro do intervalo de
100 ns finais.

Figura 41 — Parametro de ordenamento das moléculas de adgua (Swater), calculado por
rotina gromacs, na superficie externa da membrana. Os sistemas simulados
sdo SPC-PME (esquerda) e SPC/E-PME (direita). No intervalo 700-800 ns
de simulacdo temos em preto, os primeiros 25 ns; em vermelho, os tltimos
25 ns (75-100 ns), e pontilhado os intervalos 25-50 ns e 50-75 ns.
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Fonte: A autora (2020)

4.2.7  Convergéncia de Propriedades Estruturais em 800 ns

A funcdo de autocorrelagdo relaciona-se ao efeito de memaoria conformacional inicial. No
presente trabalho foram apenas calculadas as func@es de autocorrelacao para as moléculas de
agua. As moléculas mostraram perder completamente a correlagcdo com a conformacao inicial
apds 400ns, como descrito na figura 42.

Figura 42 — Funcdo de autocorrelacdo de d&gua SPC (vermelho) e SPC/E (azul) em relacdo

ao tempo.
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5 CONCLUSOES

Ao analisar os parametros referentes a propriedades estruturais em 200 ns foram percebidos
que os modelos de 4gua SPC mostraram, independente do tratamento eletrostatico de longa
distancia, uma maior A, todos os sistemas analisados se comportaram de maneira lamelar em
relacdo ao parametro de ordem calculado, através do programa SUAVE, todos os valores foram
superiores a 0,9 em uma escala de 0 a 1. A distribuicdo de frequéncia de angulos de curvatura
ocorreu de forma mais pronunciada em 20° e atingiu a menor frequéncia nula a partir de 50°. O
perfil de densidade mostrou que a estrutura hidrofébica manteve-se integra, sem a presenca de
agua em todos as simulacbes analisadas; foi percebida a maior densidade de ions Ca?* na
mesma regido dos grupamentos fosfatados de LPS rough no eixo z, confirmados através da
funcdo de probabilidade de densidade. Em relagdo as propriedades dinamicas (parametro de
ordem de deutério) das cadeias aciladas snl, sn2 e sn3 na regido hidrofébica da bicamada, a
maior coordenacdo foi do sistema SPC-PME (0,24) e o menor de SPC / E-PME (0,22),
mostrando grande proximidade ao valor 0,25 (0,05) estimado na literatura. Na se¢éo estrutura
de solvatacdo da membrana LPS / DPPE é observado numero de coordenacéo dos ions globais
Ca?*variando entre 7,02 a 7,25 na presenca de LPS / DPPE, condizente com valores obtidos a
partir de difracéo de raio-x e simulacdes ab-initio. Os picos de coordenacédo da primeira camada
de solvatac&o entre os sistemas Ca?" - OW, Ca?*-PO4 estudados nesse trabalho sio idénticos ao
obtido na literatura. Nao foram percebidas diferencas nesses parametros entre os sistemas
simulados. A &gua orientou-se de forma mais pronunciada nos sistemas entre 4 e 6 nm
permanecendo mais orientadas ao final das simulac@es. Todos os sistemas simulados mostram
uma répida perda inicial na fun¢éo de autocorrelacdo inicial, sendo mais expressa em SPC-RF,
tendo uma tendéncia assintética proxima ao zero, porém nédo convergentes ao longo dos 200 ns
simulados. A energia potencial e energia total mostraram-se convergentes para todos os
sistemas simulados em 200 ns. Ndo foram percebidos ao longo de 200 ns de simulacdo
diferencas significativas entre os modelos de dgua SPC e SPC/E, bem como ao TELD RF e
PME. A fim de checar a convergéncia dos parametros analisados, os sistemas com TELD PME
foram extendidos até 800 ns. Os pardmetros AL e Dyn mostraram convergir nos primeiros 300
ns, tendo variagGes apenas dentro do intervalo do erro associado. Ap6s 800 ns de simulacéo
ndo foram percebidas alteracbes no padrdo do perfil de densidade, bem como fungéo de
probabilidade de densidade, indicando convergéncia nos primeiros 200 ns. O parametro de
deutério convergiu para um valor de 0,22 em SPC-PME e SPC/E-PME, mostrando que apenas
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SPC/E-PME j& havia convergido. Na secdo de estrutura de solvatagdo o valor final para o
niimero de coordenacéo referente a primeira camada de solvatagdo de Ca?* foi 7,25 para SPC-
PME e 7,22 para SPC/E-PME, permanecendo constante para SPC-PME e aumentando a
coordenacdo para SPC/E-PME. Houve uma tendéncia de maior de aumento da coordenacao de
Ca?*-OW ao longo da simulagio e consequente redugdo da coordenagdo de Ca?*-POs. A
difusividade de Ca?* permanece maior no meio SPC devido a menor viscosidade deste modelo.
A partir da funcdo de autocorrelacdo da agua percebemos que os modelos SPC e SPC/E
demonstram perder correlacdo apds 400 ns de simulacdo e também nesse intervalo a taxa de
hidratacdo por mdélecula de LPS passa a ser constante. A maior taxa de difusdo de SPC e o
maior momento de dipolo de SPC/E ndo foram capazes de gerar alteracfes na analises
realizadas neste estudo. Baseado nos estudos realizados recomenda-se a utilizacdo, em sistemas
de bicamada, de modelo de agua SPC/E com TELD PME.

5.1 Perspectivas

A partir de simulacdes mais longas do sistema LPS/DPPE na presenca de jons Ca?* foram
percebidas gradualmente um decrescimento das interacdes a nivel de primeira camada de
solvatacdo entre o grupamento Ca?* e os fonstOi. Esse decréscimo se mostrou pequeno,
porém consistente ao longo das analises temporais realizadas. Este comportamento ndo condiz
com a tendéncia esperada para ions de Ca®* ou ions de similar carga e raio iénico na presenca
do grupamento fosfato, com nimero de coordenacao médio igual a 1. Tem-se como perspectiva
a necessidade de reparametrizacdo dos ions fosfato a fim de que o sistema mantenha-se
representativo ao experimental em simulacdes de mesmo tamanho deste trabalho (800 ns) ou

mais longas.
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APENDICE A -PARAMETROS TOPOLOGICOS USADQOS

Monosaccharide Atom type Atom charge Monosaccharide Atom type Atom charge
3-(Acetyl amino)-3-deoxy-D-glucose CH1 or CH2 0.232 Heptose CH1 0.232
C 0.108 CH1 aliphatic 0.376
CH1 0.336 OA hydroxyl ~0.360
CH1 aliphatic 0.376 OA pyranose ring ~0.642
OA ether -0.480 OA ether ~0.480
OA pyranose ring ~0.642 H 041
OA hydroxyl ~0.360 Phosphate HPO, OM ~0.884
0 -0.450 OA -0.733
N -0.200 PA 1.346
H 0.310 H 0.43
3-Deoxy-D-manno-oct-2-ulosonic CH1 0.232 2-(2-L-Alanyl)-2-deoxy-D- CH1 0.232
acid galactosamine
CH2 OR CH1
CH1 aliphatic 0.376 0.000
or CH3
C 0.360 CH1 aliphatic 0.376
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APENDICE A.

OA pyranose ring ~0.642 C 0.270
oM ~0.680 H 0.310
OA hydroxyl ~0.360 N -0.310
OA ether ~0.480 OA hydroxyl -0.360
H 0.410 oM ~0.635
OA ether ~0.480
Dodecanoyl acid(12:0-LP1) C ~0.140 2-alpha-L-Rhamnose CH2 or CH1 0.232
CH2 0.000 CH1 aliphatic 0.376
G 0.580 CH3 0.000
OE ~0.360 OA ether ~0.480
OA pyranose ring ~0.642
H 0.232
3-Hydroxydecanoyl acid 10:0 (3- L-Glycero-D-manno-heptose-7-
OH) (LP2) i s formmamide Rl Qe
CH2 0.000 CH1 aliphatic 0.376
C 0.580 CH2 0.160
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APENDICE A.

H 0410 C 0.580
0 ~0.380 OA ether -0.480
OA pyranose ring ~0.642 OA pyranose ring ~0.642
6-alpha-D-Glucose CH1 0.232 OE ~0.360
CH1 aliphatic 0.376 0O ~0.380
OA ether ~0.480 NT ~0.830
OA pyranose ring ~0.642 H 0415
H 0.41 H 0.410
Bond-type ky /(% 10°KJ mol "' nm™) b, /nm Bond-type ky / (* 10°kJ mol ' nm™) b,/ nm
: . N-C 11.80 0.133
CHn~CHn 5.43 0.152 C-HC 12.30 0.109
CHn~OA 8.18 0.143 OA-H 15.70 0.100
CHn~N or CHn-NL 8.71 0.147 Cc-0 16.60 0.123
OA-P 4.84 0.1630 H-0OA 15.7 0.100
OM-P 8.60 0.148 C-NT 10.6 0.133
CHn~OA 6.1 0.1435 CRI-NNR,CRI,C 11.80 0.133
N-H or NL-H 18.70 0.100 CHn~NR (6-ring) 7.64 0.148
CHn~C 7.15 0.1530
Bond-angle type ko / (kJ mol™) 0, / degree Bond-angle type ke / (kJ mol™) 6, / degree
CHn~CHn-N
M«»ﬂ%nﬂ 390 120.0 CHn-CHn~-0OA 520 109.5
CHn~CHn-C
OA~CH,~CH, s
OA-CHn-OA 320 109.5 H~N-CHn 460 115
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APENDICE A.

CHn~CHn~CHn 285 109.5 H-N-C 415 123.0
CHn-0OA~-P 530 120 N-C-0 730 124.0
OM-P-0A 450 109.5 N-C-CHn 610 115.0
C~CHn~CHn
OA-P-0A 420 103.0 CHn~CHn~CHn 530 111.0
CHn~CHn-N
OM-P-OM 780 120.0 CH,~0A~CH, 380 109.5
CHn-OE~-C CH;~OA-H
CHn-C-OM 635 117.0 P-OA-H 450 109.5
OE-C-C
OE-C-O 700 122.0 OM-C-OM 770 126.0
CHn-N-C
OE-CHn~CHn 545 113.0
Improper dihedral k; / (kJ mol™ rad™) £,/ degree Improper dihedral k. / (kJ mol”! rad™) £,/ degree
CHn~CHn~OE~CHn 33485 35.26 C~CHn-0-0 167.42 0
CHn-0O~-C~CH, 33485 35.26 C~CH,~CH,-H 167.42 0
CH,~N-C~CH,
(2-(2-L-alanyl)-2-deoxy-D- 33485 35.26 C-CH2~N-O 167.42 0
galactosamine)
CH,~OA-OA-CH, 33485 3526 CH1-OM-OM-C 167.42 0
(rhamnose)
N-C-CH,~H 5
(acyl chain) 167.42 b
Dihedral angle k, / (kJ mol™) ] n | Dihedral angle k, / (k] mol”) 5 n
CH,~CH,~OA-P 3.77 0 3 | OA-CH,~CH,~CH, 0.7 180 6
OA-CH,~CH,~OE 2.09 0 2 | CH,~CH,~CH,~CH, 5.92 0 3
CH;-OA-P-0A
OA-CH,~CH,-P 2.80 0 3| or 3.14 0 2
OA-P-OA-H
CH,~CH,~0A-C 3.77 0 3 | OA-CH,~CH,-N 0.418 0 2
CH,~CH,~CH,~N 0 0 2 | CH,~0A-C-C 24.0 180 2
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OA-C-C-C
N-C-CH,~CH,
CH;-N-C~CH:
OA-CHn-CHn-0A
OA-CH,~OA~-CH,
OA-CHn-OA~CHn

1.0 0 6 | CH;~CH,~N-C

24.0 180 0 [ OA-CH,~CH,~-OA
9.5 0 3 [ OA-CHn~OA~CHn
3.65 0 3 [ OA-CHn~OA~CHn
4.69 0 3 | CHn~CHn-CHn-OA

3.9

9.35

9.45
341
2,67

180

180
180
180

— e

Exclusion

OA-H

OM-H

within the phosphate group

ky, ko, ki, kgt force constants; b,: bond-length distance reference value; 0,: bond-angle reference value; &, improper-dihedral reference value; &: associated phase shift;

n: multiplicity of the term.
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APENDICE B -PARAMETROS DE SIMULACAO

B.1 Pardmetros para minimizacao

minim.mdp - used as input into grompp to generate em.tpr

integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)

emtol = 1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 1000.0 kJ/mol/nm
emstep = 0.01 ;Energy step size

nsteps = 50000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform;
Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate
the interactions

nstlist = 1 ; Frequency to update the neighbor list and long range forces
cutoff-scheme = Verlet

ns_type = grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)

coulombtype = PME ; Treatment of long range electrostatic interactions

rcoulomb = 1.0 ; Short-range electrostatic cut-off

rvdw = 1.0 ; Short-range Van der Waals cut-off

pbc = xyz ; Periodic Boundary Conditions (yes/no)

B.2 Parametros para a dindmica atraves de tratamento de longa distancia RF

title = LPS-rough integrator = md
nsteps = 100000 ; 200ns dt = 0.002
nstxout = 1000 nstvout = 1000
nstenergy = 1000 nstxtcout = 1000
comm_grps = Solute Waterandions
continuation = no
constraint_algorithm = lincs

constraints = all-bonds lincs_iter =
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1 lincs_order = 4 cutoff-scheme =

verlet ns_type = grid nstlist =5

pbc = xyz

rlist = 1.4 coulombtype = reaction-
field epsilon-rf = 66 rcoulomb =
1.4 rvdw = 1.4 pme_order =4 ;
cubic interpolation fourierspacing
= 0.16 tcoupl = v-rescale tc_grps =
Solute Waterandions tau_t = 0.4
0.4

ref _t =300 300 pcoupl =
berendsentau_p=0.1ref_p
= 1.0 1.0 compressibility =
4.5e-5 4.5e-5 pcoupltype =
semiisotropic refcoord_scaling
= com ;dispcorr = no gen_vel

= yes



APENDICE B. PARAMETROS DE SIMULACAO 119
B.3 Pardmetros para a dinamica através de PME

title = LPS-rough integrator = md
nsteps = 400000000 ; 800ns dt =
0.002 nstxout = 1000 nstvout = 1000
nstenergy = 1000 nstxtcout = 1000
comm_grps = Solute Waterandions
continuation = yes
constraint_algorithm = lincs
constraints = all-bonds lincs_iter =1
lincs_order = 4 cutoff-scheme =
verlet ns_type = grid nstlist =5

pbc = xyz
rlist=1.2

coulombtype = PME rcoulomb = 1.2 rvdw = 1.2
pme_order = 4 ; cubic interpolation fourierspacing =
0.16 tcoupl = v-rescale tc_grps = Solute Waterandions
tau t=0.4 0.4 ref_t =300 300 pcoupl = berendsen tau_p
=0.10.1

ref p =1.0 1.0 compressibility
= 4.5e-5 4.5e-5 pcoupltype =
semi-isotropic
refcoord_scaling = com

dispcorr = no gen_vel = no



APENDICE C - ANALISE DE DESEMPENHO

Sistema Unid. processamento Nucleos.hora ns/dia  Ndcleos de
process.

SPC CPU 48

SPC GPU 3625 37,075 28

SPC/E CPU 9961,5 23,129 48

SPC/IE  GPU 1794 37,448 14
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APENDICE D. ESTRUTURAS LIPIDICAS

1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

C4A
OP1A
PA
OP2A
OP3A
OP4A
HP4A
C3A
O3A
C31
031
C2A
NA
HNA
CA
OCA
CAA
C6A
C6F
O6F
C2F
O2F
C3F
C5A
O5A
ClA
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0.593
0.549
0.392
0.327
0.395
0.328
0.287
0.602
0.469
0.421
0.497
0.684
0.713
0.729
0.72

0.713
0.746
0.693
0.441
0.58

0.617
0.608
0.512
0.721
0.782
0.811

LIPIDICAS

LPS-rough

1.109 6.446
1.22 6.525
1.24 6.551
1.326 6.45
1.301 6.686
1.096 6.588
1.062 6.503
1.151 6.301
1.146 6.247
1.226 6.153
1.315 6.116
1.052 6.219
1.126 6.096
1.223 6.114
1.073 5.974
0.952 5.956
1.163 5.879
0.989 6.641
0.897 6.888
0.864 6.876
0.786 6.761
0.874 6.647
0.683 6.724
1.051 6.505
0.953 6.42
1.012 6.293

-0.0825
-0.2286
-0.2913
-0.2172
-0.3017
0.0892
-1.6592
0.1912
0.5062
-0.114
0.5257
-0.0812
-0.761
-3.2738
0.4637
0.5845
-0.0622
-0.437
-0.225
-0.1992
-0.2103
0.4361
0.1783
-0.1424
0.3798
-0.0394

0.2117
-0.0764
0.1792
0.1763
0.1445
-0.2136
0.9476
-0.2174
-0.1416
0.2618
-0.333
-0.1517
0.3444
0.7749
0.1293
0.0959
0.4802
-0.0235
0.4521
0.5789
-0.0814
-0.6971
-0.3223
-0.2767
0.0378
0.002

0.4613
0.7878
0.2221
0.1723
0.2383
-0.6216
-0.2899
0.3522
-0.4474
0.2061
0.0659
-0.0052
0.1273
0.3004
0.2784
0.4552
0.4618
0.1774
0.019
-0.0328
0.4042
-0.127
-0.0313
0.1205
0.123
0.0074
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1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4
1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

O1A
CceD
C32
C33
OH33
HO33
C34
C35

C36

C37

C38

C39
C40

CB

OB

CB1

OB1

CB2
CB3
CB4
CB5
CB6
CB7
CB8
CB9
CB10
CB11
CB12

27
28
29
30
31
32
33
34

35

36

37

38
39

40

41

42

43

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

0.888
1.017
0.278
0.204
0.158
0.229
0.084
0.119

0.006

0.075

-0.011

0.075
0.123

0.663

0.63

0.502

0.41

0.482
0.523
0.491
0.55

0.574
0.634
0.786
0.855
0.81

0.899
0.862

0.906
0.962
1.215
1.348
1.372
1.339
1.325
1.363

1.352

1.391

1.376

1.405
1.55

1.146

1.28

1.302

1.235

1.444
1.472
1.618
1.653
1.802
1.806
1.812
1.85

1.764
1.783
1.677

6.233
6.209
6.115
6.126
6.259
6.32

6.034
5.89

5.787

5.657

5.531

5.408
5.392

5.751

5.714

5.686

5.732

5.65

5.505
5.475
5.339
5.313
5.172
5.186
5.055
4.937
4.814
4.71

0.1778
0.0488
-0.0005
0.538
-0.4923
-0.1219
0.4284
0.0089

0.011

0.3879

0.2002

-0.0212
-0.1527

-0.0077

-0.1759

0.0178

-0.0744

0.5973
0.1617
-0.1747
0.6512
-0.3649
0.153
0.125
0.1159
0.0372
-0.0843
0.2251

0.1296
0.4446
0.1951
0.4654
0.2837
-1.1139
0.6475
-0.1302

-0.395

-0.0258

0.2142

-0.3212
-0.3025

0.1665

0.1447

-0.4226

0.061

-0.129
-0.1778
-0.1234
-0.4617
-0.4154
0.2062
0.7251
-0.4164
-0.1455
0.4525
-0.2083

0.0594
0.1013
-0.2152
0.2045
-0.1096
-1.2516
0.3021
-0.0101

0.0153

0.3226

0.4216

0.1388
-0.0974

0.467

0.5369

-0.8896

-0.3567

-0.0854
-0.2177
0.3997
0.6633
-0.0807
0.1544
0.2556
-0.0921
-0.2619
-0.2582
0.2928
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1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

CB13
CB14
CB15
CB16
CB17
CB18
CB19
CB20
CB21
C4D
04D
HO4D
C3D
03D
HO3D
C2Db
ND
HND
CD
OCD
CAD
CsD
05D
CiD
OP1D
PD

OP2D

OP3D

OP4D

HP4D

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

0.748
0.682
0.771
0.888
0.958
0.849
0.916
0.822
0.886
1.041
1.01

0.911
1.15

1.096
1.031
1.197
1.288
1.27

1.346
1.299
1.44

1.109
1.156
1.257
1.382
1.449

1.43

1.423

1.606

1.653

1.069
1.047
0.976
1.057
0.996
0.974
0.971
0.967
0.982
0.807
0.904
0.913
0.718
0.645
0.703
0.603
0.509
0.527
0.4
0.336
0.35
0.862
0.757
0.674
0.74
0.769

0.654

0.904

0.757

0.838

5.649
5.513
5.411
5.356
5.234
5.128
4.99

4.87

4.732
6.017
5.916
5.908
5.96

5.848
5.798
6.047
5.979
5.882
6.027
6.121
5.947
6.141
6.227
6.168
6.151
6.295

6.386

6.35

6.262

6.226

-0.1498
-0.3722
0.5869
-0.3476
-0.1705
-0.337
-0.5218
-0.2558
0.2413
0.1313
-0.0804
-0.8948
-0.2149
-0.0819
-1.46
0.2855
-0.4801
-1.2547
-0.2203
-0.6009
-0.0247
0.2921
-0.525
0.1423
0.2422
-0.2467

0.2989

-0.3462

-0.1733

1.6512

0.741
-0.5681
-0.32
0.2754
-0.1503
0.4269
-0.1256
0.1517
-0.6272
0.3079
0.3526
-4.7714
0.1959
-0.2853
-1.0666
0.0782
-0.7409
3.0889
-0.3917
0.3697
-0.6268
0.5642
-0.5563
0.0545
-0.1217
0.0137

0.0909

-0.0615

0.8621

-0.214

-0.0893
0.217
0.8751
-0.2645
0.048
0.0979
0.0204
-0.2
-0.0592
0.4491
0.5555
1.4334
-0.0414
0.2056
1.0169
-0.462
-0.3745
0.2942
0.1153
0.4484
0.4902
0.25
-0.6345
-0.3767
-0.3272
-0.1235

0.0921

0.0134

-0.0956

-0.285
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1PA4  CQ 85 1.391 0.223 5.877 0.3127 -0.4338 -0.0986
1PA4  0Q 86 1.29 0.236 5.777 0.2789 -0.3969 -0.0597

1IPA4 CQ1 87 1.164 0.21 5.812 0.2225 -0.2283 -0.1339
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1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

0Q1
cQ2
CQ3
CQ4
CQ5
CQ6

cQ7
CQ8
CQ9
CQ10
CQ11
CQ12
CQ13
CQ14
CQ15
CQ16
CQ17
CQ18
CQ19
CQ20
cQ21
C5F
C5H
O5H
C1H
O1H
C4F
C6G

88

89

90

91

92

93

04
95

96

97

08

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

1.14

1.074

0.941

0.873

0.772

0.674

0.572
0.465
0.381
0.269
0.166
0.052
1.513
1.592
1.714
1.755
1.858
1.942
2.04

2.134
2.256
0.344
0.225
0.182
0.215
0.347
0.368
0.327

0.111

0.271

0.31

0.424

0.505

0.572

0.669
0.716
0.825
0.882
0.955
1.012
0.158
0.079
0.02
-0.11
-0.192
-0.292
-0.361
-0.443
-0.479
0.781
0.406
0.517
0.643
0.686
0.729
0.623

5.881

5.712

S.777

5.7

5.782

5.685

5.745
5.646
5.712
5.623
5.709
5.623
5.812
5.916
5.845
5.915
5.838
5.917
5.821
5.91

5.824
6.882
7.049
6.968
7.028
6.989
6.741
6.397

0.2304

0.021

0.0575

0.4384

0.2815

0.4034

-0.5371
-0.7549
-0.1105
0.077
-0.961
0.4699
-0.0073
0.805
0.6559
-0.4164
-0.1733
-0.331
-0.2347
0.0309
0.0567
0.3227
-0.0076
0.1959
0.1955
0.2128
0.2731
-0.2287

0.0478

-0.2465

-0.0548

0.1679

0.2854

0.4378

-0.5958
-0.1827
0.2405
0.6495
-0.6194
0.9066
-0.6541
0.3821
-0.0056
-0.2214
-0.0603
-0.2228
0.4728
0.8687
-0.6854
-0.0343
-0.1054
-0.0718
-0.2172
-0.433
-0.2126
0.4254

0.2721

0.0356

-0.0072

-0.0187

-0.3295

-0.3471

-0.2348
0.1937
0.3288
0.3532
0.2078
-0.7474
-0.4839
-0.2877
-0.2267
0.0144
0.1666
0.1279
-0.2794
-0.1924
0.4717
0.4178
0.0038
-0.0598
0.2503
0.0706
0.4738
-0.1105
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1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4
1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

06G
C2G
02G
C3G
C7F
O7F
HOTF
C8F
O8F
HO8F
ClF
O1AF
O1BF
C5G
05G

HOS5G

CAG

04G

HOAG

C7G

o7G

HO7G

C8G
08G

HO8G

Ci1G

O1AG

116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

131

132

133

134

135

136

137

138
139

140

141

142

0.252
0.176
0.272
0.096
0.422
0.501
0.482
0.439
0.332
0.366
0.757
0.813
0.806
0.248
0.152

0.083

0.181

0.094

0.004

0.399

0.43

0.351

0.513
0.608

0.67

0.069

0.026

0.717
0.662
0.637
0.539
0.979
0.938
0.996
1.125
1.173
1.229
0.729
0.681
0.708
0.505
0.549

0.477

0.441

0.329

0.366

0.691

0.828

0.881

0.616
0.563

0.623

0.763

0.851

6.475
6.584
6.688
6.541
7.014
7.127
7.206
6.976
6.893
6.818
6.774
6.673
6.887
6.342
6.245

6.235

6.462

6.439

6.415

6.281

6.312

6.343

6.215
6.309

6.359

6.623

6.547

0.2645
-0.0892
0.5202
0.0302
0.5519
1.075
-1.3342
0.4938
0.3708
-0.8175
-0.0475
0.0106
0.7259
0.4877
-0.1881

-0.7691

-0.1942

0.1503

-1.0699

-0.3542

0.1044

0.27

0.0017
0.3304

-1.4384

0.1146

0.0549

0.2625
-0.1859
0.0348
-0.1701
0.0883
0.6042
-1.207
-0.109
0.7038
-2.2294
0.3031
-0.1298
0.4523
0.0174
0.0553

0.766

0.0094

-0.3811

-3.0369

0.0572

-0.0246

-0.9194

0.0741
-0.6492

-0.2064

-0.0221

-0.01
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0.5618
0.0903
-0.4142
-0.1824
0.3822
0.207
1.0711
-0.4079
0.2019
-2.8168
0.3584
0.5937
0.0531
-0.2697
0.4098

-0.9836

-0.6515

-0.0785

0.0688

-0.4094

-0.4998

1.6053

0.1733
-0.5545

1.2079

0.2251

0.2733
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1PA4 0O1BG 143 0.026 0.753 6.74 -0.3019 0.7859 0.1434

1PA4 C4H 144 0.169 042 7.189 -0.0875 0.2707 -0.0625
1PA4 O41H 145 0.172 0.307 7.278 -0.0379 0.281 -0.051
1PA4 P4H 146 0.038 0.257 7.351 0.1414 -0.1509 -0.0152
1PA4 0O42H 147 0.076 0.126 7.409 0.6636 0.0924 0.2023
1PA4 O43H 148 -0.08 0.247 7.263 0.084  -0.8137 0.1329
1PA4 0O44H 149 0.01 0.346 7.482 0.3604 -0.4423 0.23
1PA4 HO4H 150 -0.025 0.437 7.462 -2.069 -1573 -1.1326
1PA4 C3H 151 0.247 0.542 7.237 0.1774 0.0466 0.0871
1PA4 C5l 152 0.414 0.761 7.551 0.4783 0.1548 0.0368
1PA4 OS5l 153 0.449 0.648 7.47 0.3179 -0.0857 0.2991
1PA4 C1I 154 0.342 0,553 7.465 0.4084 -0.1702 -0.0874
1PA4 O1l 155 0.234 0581 7.375 0.3525 0.1466 0.0755
1PA4 C2H 156 0.189 0.668 7.175 0.2122 0.1167 0.1979
1PA4 O21H 157 0.047 0.67 7.193 0.201 0.1305 0.1041
1PA4 P2H 158 -0.022 0.81 7.233 -0.2126 -0.0277 -0.0415
1PA4 022H 159 -0.163 0.829 7.194 -0.1669 0.5603 0.0741
1PA4 0O23H 160 0.072 0.921 7.206 0.1671 -0.331 0.0099
1PA4 0O24H 161 -0.022 0.802 7.394 -0.3725 -0.3204 -0.0552
1PA4 HO2H 162 -0.033 0.708 7.424 0.557 0.1159 1.7931
1PA4 C6H 163 0.18 0.281 6.975 0.0905 -0.182 0.0746
1PA4 O61H 164 0.039 0.272 6.957 0.0384 0.3255 0.2271
1PA4 P6H 165 -0.034 0.129 6.945 0.1532 0.2972 -0.1626
1PA4 0O62H 166 0.06 0.024 6.9 0.1187 0.1096 0.1963
1PA4 O63H 167 -0.164 0.124 6.876 0.1357 -0.3111 -0.0933
1PA4 0O64H 168 -0.038 0.057 7.089 0.0842 -0.0599 -0.3429
1PA4 HO6H 169 -0.052 0.126 7.159 1.3861 -0.5683 0.458
1PA4 C7H 170 0.27 0.222 6.868 0.263  0.1842 0.0148
1PA4 O7H 171 0.387 0.165 6.929 0.2965 0.4824 0.2288
1PA4 HO7H 172 0.449 0.136 6.856 0.9778 -1.7135 1.5836
1PA4 CA4l 173 0363 0.732 7.691 0.1079 -0.0289 -0.1363
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1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

O4l
HOA41
C3l
CsJ
0O5J
C1J
01J]

czl

oy

HO2I

Col

O6l

HOGI

C7l

o7l

csl

o8l

NOI

HI1l

H92I

C4J

C5M
O5M
CiM
O1M

174
175
176
177
178
179
180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194
195
196
197
198

0.324
0.283
0.248
-0.046
-0.022
0.059
0.199

0.296

0.402

0.427

0.54

0.661

0.736

0.58

0.673

0.678

0.601

0.77

0.826

0.777

0.846
0.812
0.633
0.41

0.523
0.619
0.616

0.509

0.434

0.353

0.843

0.786

0.852

0.914

1.022

1.127

1.147

1.216

1.199

1.308

-0.093 0.436

-0.36

0.628

-0.297 0.5
-0.312 0.441
-0.223 0.498

7.768
7.853
7.676
7.857
7.772
7.842
7.81

7.603

7.665

7.611

7.572

7.623

7.635

7.443

7.455

7.374

7.279

7.409

7.49

7.37

7.999
8.242
8.237
8.107
8.01

0.126
-0.1236
-0.1667
-0.487
-0.129
0.3907
0.4638

-0.0069

-0.6413

-1.7011

0.4535

0.4641

-0.89

0.16

0.3725

-0.0946

-0.3373

-0.3081

1.3598

-0.3874

0.2
-0.5577
0.0104
0.1466
0.1563

-0.165
1.7379
0.2624
0.008
-0.233
-0.9014
-0.0431

0.3775

-0.0168

-1.2833

0.2386

0.6421

2.1826

0.2327

0.0438

-0.3101

-0.1374

-0.1898

-0.6433

0.2453

0.0922
-0.0552
0.2342
-0.2514
0.0318

0.0767
0.7668
0.0436
-0.0741
-0.2959
0.0322
0.2373

-0.0482

0.5782

1.9006

-0.146

0.2848

0.6552

-0.2416

-0.1802

-0.6709

-0.4419

-0.4095

-1.5889

0.5664

0.1433
-0.0592
-0.3897
-0.1908
-0.018
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1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

C3J
C5K
O5K
CiK
O1K
C2J
N2J
HN2J
C7AJ]
C7BJ
C8J
081]
082]
C6J
06J
HOG6J
C4K
04K
HO4K
C3K
O3K
HO3K
C2K
02K
HO2K
CoK
C5L
O5L
CiL
OlL
C4L

199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229

0.022
0.341
0.227
0.139
0.012
0.023
0.109
0.157
0.048
0.006
0.136
0.086
0.254
-0.13
-0.15
-0.199
0.425
0.541
0.611
0.331
0.402
0.337
0.21
0.119
0.05
0.421
0.75
0.692
0.568
0.465
0.782

0.514
0.604
0.613
0.5
0.52
0.647
0.748
0.709
0.881
0.922
0.993
1.097
0.995
0.31
0.194
0.124
0.482
0.474
0.409
0.366
0.243
0.167
0.367
0.257
0.272
0.733
0.756
0.834
0.896
0.798
0.845

8.061
8.349
8.261
8.268
8.204
7.987
8.05

8.129
8.046
8.188
7.989
7.94

8.029
7.779
7.86

7.808
8.314
8.398
8.372
8.343
8.328
8.337
8.25

8.266
8.337
8.346
8.172
8.277
8.242
8.226
8.054

0.703
0.2513
-0.1766
-0.1456
0.16
0.2304
-0.0202
-0.5008
-0.3553
0.0927
-0.4212
-0.561
-0.5081
-0.622
0.3451
-1.4809
-0.1869
-0.043
2.2982
-0.1447
-0.0132
0.506
0.0585
-0.4195
0.9012
-0.0348
-0.6693
0.2465
0.0722
0.5448
-0.1195

-0.2404
0.4517
-0.3268
-0.3572
-0.2236
-0.1147
0.055
-2.3912
-0.0969
0.5165
-0.2165
-0.4362
0.7803
-0.0005
-0.4691
-1.1016
-0.0641
0.4618
1.5416
-0.1529
-0.0273
-0.5698
-0.2323
0.2021
-0.5478
0.646
-0.7239
0.3496
0.2222
-0.2655
-0.3569

-0.3637
-0.1796
0.2748
0.1738
-0.398
-0.1515
-0.0816
-0.9195
-0.0573
-0.0968
-0.3926
-0.7203
-0.1713
0.0829
-0.3308
2.0192
0.5261
0.3806
3.3125
0.312
-0.1108
-0.8214
0.0461
0.3587
1.8956
0.3865
0.0524
-0.2229
0.1576
0.0946
0.4702
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1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4

1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

O4L

HO4L

C3L

O3L

HO3L

C2L

o2L

HO2L

C6L

O6L
HO6L
C4aM
04M
HO4M
C3M
O3M
HO3M
C2M
Oo2M
HO2M
C6M
C5N
O5N
CIN
O1N
C4N
O4N
HO4N

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257

0.824 0.766

0.836 0.83

0.661 0.929

0.675 1.037

0.731 0.998

0.597 0.997

0.485 1.083

0.395 1.039

0.882 0.694

0.885 0.612
0.863 0.516
-0.507 0.639
-0.548 0.775
-0.636 0.779
-0.527 0.581
-0.658 0.588
-0.693 0.495
-0.459 0.445
-0.473 0.355
-0.438 0.263
-0.35 0.672
-0.161 0.938
-0.273 0.851
-0.247 0.71

-0.233 0.647
-0.049 0.904
0.067 0.974
0.14 0.92

7.941

7.866

8.013

7.919

7.846

8.132

8.103

8.1020.2478

8.216-0.2041

8.334-0.1802
8.317-2.0934
8.205-0.3673
8.218-0.3359
8.17 0.3634
8.065-0.2817
8.006-0.2772
8.008-0.6141
8.066-0.105
7.9550.464
7.9690.7128
8.388-0.2479
8.587-0.2281
8.6040.0557
8.595-0.2719
8.467-0.0522
8.684-0.0442
8.636-0.1304
8.6770.9776

0.4392

0.0495

0.1852

-0.2237

-0.235

0.3699

0.0382

-0.4952

0.2134

-0.2098
0.2668
0.2633
0.2042
-2.3902
-0.3622
-0.0177
0.1146
-0.2778
-0.2846
-0.3694
0.3621
0.2659
-0.1622
-0.2162
0.2466
0.2026
0.4713
0.8627

0.0918

2.8278

-0.1402

-0.2804

-0.3699

-0.004
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0.3567

2.4489

0.0051

-0.2198

-0.1807

0.0282

-0.0178 1.208

2.2277

-0.0076

-0.3017
-0.7067
-0.7387
0.0017
-1.6864
-0.4948
-0.4624
0.8409
0.6883
0.6158
-0.4609
-0.204
0.1289
-0.1934
-0.3228
-0.5262
-0.1059
0.0757
-1.3195
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1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4
1PA4

C3N
O3N
HO3N
C2N
C50
050
C10
010
C6N
C40
040
HO40
C30
030
HO30
C20
020
HO20
C60
060
HOG60

258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278

-0.017 0.756
0.102 0.717
0.13 0.625
-0.141 0.672
-0.208 0.331
-0.239 0.446
-0.182 0.562
-0.191 0.679
-0.205 1.081
-0.299 0.334
-0.258 0.226
-0.329 0.221
-0.255 0.46

-0.339 0.488
-0.318 0.576
-0.259 0.587
-0.197 0.696
-0.207 0.789
-0.223 0.197
-0.163 0.15

-0.199 0.061

8.6690.2695
8.7380.0217
8.711-0.5584
8.697-0.0827
8.931-0.3734
8.85 -0.1421
8.9130.2149
8.831-0.2142
8.615-0.7862
9.0530.0727
9.138-0.2879
9.208-1.0836
9.125-0.0784
9.2380.4402
9.28 0.0854
9.041-0.6763
9.11 0.1514
9.0730.3444
8.862-0.112
8.74 0.2981
8.7141.6063

0.2241
-0.0235
0.0833
0.5529
-0.4233
0.1664
0.2576
0.1132
0.1933
0.1358
-0.0664
0.6361
0.6249
-0.5476
-0.2163
0.659
-0.2369
0.0677
-0.5166
0.2674
-1.0303

0.3146
0.6024
-0.4046
-0.2265
-0.3351
0.3957
-0.0863
-0.2509
-0.3797
-0.0092
-0.0875
-0.8331
-0.7632
-0.0768
-0.5834
-0.689
0.015
0.7044
-0.2102
-0.3144
1.9735
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E.l

parametros selecionados nos sistemas SPC-PME, SPC/E-PME e suas duplicatas.

Sistema com 800ns de simulacéo

APENDICE E — ANALISE TEMPORAL

132

Tem-se por objetivo a comparagdo dos valores obtidos nas andlises de cada um dos

Tabela 15 — Representacao temporal cumulativa para a analise AL em presenca de SPC-PME e

SPC/E-PME no sistema LPS/DPPE e contra-ions Ca%*

AL
SPC-PME SPC/E-PME
100ns 1,53(0,01) 1,50(0,02)
200ns 1,54(0,01) 1,51(0,02)
300ns 1,54(0,01) 1,52(0,02)
400ns 1,54(0,01) 1,52(0,02)
500ns 1,54(0,01) 1,52(0,02)
600ns 1,54(0,01) 1,53(0,02)
700ns 1,54(0,01) 1,53(0,02)
800ns 1,54(0,01) 1,53(0,02)

Tabela 16 — Representacdo temporal a cada 100ns para a analise AL em presenca de SPC-PME
e SPC/E-PME no sistema LPS/DPPE e contra-ions Ca?*

AL
SPC-PME SPC/E-PME

0-100ns  1,53(0,01) 1,50(0,02)
100-200ns  1,55(0,01) 1,52(0,01)
200-300ns  1,55(0,01) 1,53(0,01)
300-400ns  1,54(0,01) 1,54(0,01)
400-500ns  1,540(0,008) 1,54(0,01)
500-600ns  1,534(0,009) 1,54(0,01)
600-700ns  1,53(0,01) 1,55(0,01)
700-800ns  1,53(0,009) 1,55(0,01)
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Tabela 17 — Representacao temporal cumulativa para a anédlise DuH em presencga de SPC-PME

e SPC/E-PME no sistema LPS/DPPE e contra-ions Ca?*

DHH
SPC-PME SPC/E-PME
100ns  3,18(0,01) 3,20(0,03)
200ns  3,18(0,01) 3,20(0,02)
300ns  3,17(0,01) 3,17(0,02)
400ns  3,17(0,01) 3,18(0,02)
500ns  3,18(0,02) 3,18(0,02)
600ns  3,18(0,02) 3,17(0,02)
700ns  3,18(0,02) 3,17(0,02)
800ns  3,18(0,02) 3,17(0,02)

Tabela 18 — Representacdo temporal cumulativa para a analise "Order" em presenga de
SPCPME e SPC/E-PME no sistema LPS/DPPE e contra-ions Ca?*

Order

SPC-PME SPC/E-PME
100ns 0,913(0,005) 0,906(0,008)
200ns 0,913(0,005) 0,910(0,007)
300ns 0,912(0,005) 0,910(0,007)
400ns 0,913(0,005) 0,910(0,007)
500ns 0,912(0,005) 0,912(0,007)
600ns 0,913(0,005) 0,914(0,008)
700ns 0,913(0,005) 0,916(0,009)
800ns 0,913(0,005) 0,918(0,01)

Tabela 19 — Representacdo temporal a cada 100ns para a anélise Dun em presenca de SPC-
PME e SPC/E-PME no sistema LPS/DPPE e contra-ions Ca?*
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DHH

SPC-PME SPC/E-PME
0-100ns  3,18(0,01) 3,20(0,03)
100-200ns  3,17(0,01) 3,19(0,02)
200-300ns  3,17(0,01) 3,17(0,02)
300-400ns  3,19(0,01) 3,17(0,01)
400-500ns  3,20(0,01) 3,16(0,02)
500-600ns  3,19(0,01) 3,16(0,01)
600-700ns  3,20(0,01) 3,15(0,01)
700-800ns  3,19(0,01) 3,15(0,01)
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Tabela 20 — NUmero de coordenacéo do Ca?*-OW na primeira camada de solvatacio a cada

100ns de simulagéo.

RDF Ca2*-OW

SPC-PME SPC/E-PME
100ns  6,14(0,06) 5,2(0,4)
200ns  6,20(0,03) 5,8(0,1)
300ns  6,30(0,04) 6,20(0,08)
400ns  6,39(0,02) 6,34(0,03)
500ns  6,38(0,02) 6,40(0,03)
600ns  6,39(0,01) 6,46(0,04)
700ns  6,393(0,02) 6,58(0,03)
800ns  6,45(0,02) 6,64(0,01)

Tabela 21 — Nimero de coordenacdo do Ca?*-PO4 na primeira camada de solvatacio a cada

100ns de simulacéo.

RDF Ca?*-PO,

SPC-PME SPC/E-PME
100ns  1,00(0,04) 1,33(0,1)
200ns  0,94(0,02) 1,02(0,05)
300ns  0,89(0,02) 0,82(0,04)
400ns  0,82(0,01) 0,76(0,02)
500ns  0,82(0,01) 0,74(0,02)
600ns  0,805(0,008) 0,70(0,02)
700ns  0,80(0,02) 0,64(0,02)
800ns  0,76(0,01) 0,61(0,01)

Tabela 22 — NUmero de coordenacdo do OW-OW na primeira camada de solvatacdo a cada

100ns de simulacéo.
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RDF OW-OW
SPC-PME  SPC/E-PME
100ns  3,583(0,002)  3,607(0,002)
200ns  3,581(0,002)  3,607(0,002)
300ns  3,582(0,002)  3,61(0,002)
400ns  3,584(0,002)  3,612(0,002)
500ns  3,582(0,002) 3,614 (0,002)
600ns  3,582(0,002)  3,62(0,002)
700ns  3,583(0,002)  3,615(0,002)
800ns  3,585(0,002)  3,62(0,002)
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Tabela 23 — Numero de coordenacdo do OW-PO4 na primeira camada de solvatacdo a cada

100ns de simulacéo.

RDF OW-PO4

SPC-PME SPC/E-PME

100ns
200ns
300ns
400ns
500ns
600ns
700ns
800ns

0,0865(0,0008)  0,0774(0,003)
0,0873(0,0004)  0,082(0,0009)
0,0876(0,0005)  0,084(0,0007)
0,088(0,0005)  0,086(0,0008)
0,088(0,0006)  0,0847(0,0005)

0,088(0,0006)  0,0865(0,0005)
0,088(0,0006)  0,086(0,0005)
0,088(0,0006)  0,086(0,0005)
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ANEXO A - PUBLICACOES E EVENTOS

Al Publicagdes

Lima, M. P., Nader, M., Santos, D. E., Soares, T. A. (2019). Compatibility of
GROMOSDerived Atomic Parameters for Lipopolysaccharide Membranes with the SPC/E
Water Model and Alternative Long-Range Electrostatic Treatments Using Single Nonbonded
Cutoff and Atom-Based Charge Schemes. Journal of the Brazilian Chemical Society, 30(10),
2219-2230.

F.2 Eventos

XLIV Congress of the Brazilian Biophysical Society. A Comparative Study of Simulations
of Lipopolysaccharide and Atom-based Charge Schemes. Santos, 2019.

V Congresso Regional da Sociedade Brasileira de Biofisica. Compatibilidade de pardmetros
do campo de forca GROMOS para lipopolissacarideo com modelo de pagua SPC/E, raio de

corte simples para termos ndo-ligados e cargas atdbmicas.
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