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RESUMO

A membrana externa de bactérias Gram- negativas é constituida majoritariamente de
lipopolissacarideo (LPS) e fosfolipideo. Cada unidade de LPS é constituida por até trés partes, o
lipideo A, o Core e outra nem sempre presente chamada antigeno-O. O lipideo A tem um maior
carater apolar, embora possua grupos fosfatos. J& o core é a regido mais carregada do LPS e
possui ndo apenas acgucares fosforilados, mas também carboxilados. Desta maneira, a superficie
da membrana de LPS é negativa e a interacdo com os cétions necessaria para neutralizar a carga
da membrana. Por isso, estas membranas possuem alta capacidade em adsorver cations e assim
sdo candidatas a serem utilizadas como agente biorremediadores, na captura por exemplo de
radionuclideos. Numa perspectiva de salde, o LPS atua como um antigeno para o sistema
imunoldgico de mamiferos e a sua acdo pode auxiliar a causar nao apenas febre, mas até levar a
morte individuos imunocomprometidos. A bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa é
um destes patdégenos nosocomiais oportunistas e tem sido apontada como uma das principais
responsaveis por provocar a morte de pacientes portadores de fibroce cistica. A estrutura
supramolecular das membranas de LPS afetam n&o apenas a sua permeabilidade, mas ainda a
ativacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro no momento da infec¢do. Para uma descricdo a
nivel molecular da influéncia dos cations, Na* , K*, Ca?*, Mg?* , Zn?* e Ba** na membrana de
LPS utilizamos uma abordagem tedrica baseada na dindmica molecular classica atomistica. O
modelo da membrana foi uma bicamada constituida de 72 unidades de LPS de Pseudomonas
aeruginosa do quimiotipo PAO1 ancorados em 180 moléculas de 1,2-dipalmitoil-3-fosfatidil-
etanolamina (DPPE) considerando o pH = 7 e temperatura de 300K. Os resultados das analises
das simulac@es indicaram gque as membranas de LPS suportam um nivel de hidratagdo maior do
que as bicamadas de fosfolipideos e além disso os cations tendem a provocar a ligacdo cruzada
entre as unidades de LPS. Ainda, o aumento do raio de hidratacdo dos céations, bem como a
diminuicdo da ligacdo cruzada entre as unidades de LPS tendem a promover a transicdo da
membrana de um estado lamelar para ndo lamelar. Deste modo, os resultados sugerem que a
escolha combinada da valéncia do cétion e sua capacidade relativa de coordenar 0s grupos
fosfatos e moléculas de agua podem servir como regra para modular propriedades das
membranas de LPS como estrutura supramolecular, fluidez e hidratacéo.

Palavras-Chave: Membrana, Lipopolissacarideo, Cations, Pseudomonas aeruginosa
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ABSTRACT

The outer membrane of Gram-negative bacteria is mainly composed by
lipopolysaccharide (LPS), and phospholipids. Each unit of LPS is composed of up to three parts,
the lipid A, core and another nor always present, the O-antigen. The lipid A has a nonpolar
character, while possessing phosphate groups. The core is the most charged region of LPS and
has not only phosphorylated sugars, but also carboxyl groups. Thus, the LPS membrane's surface
IS negative and its interaction with cations is required to neutralize the charge of the membrane.
Therefore, these membranes have a high capacity for adsorbing cations and thus are candidates
to be used as bioremediation agents, e.g., capture of radionuclides. From a health perspective,
bacterial LPS acts as an antigen to the immune system of mammals, even leading to death of
immunocompromised individuals. Of special attention, the Gram-negative bacterium
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic nosocomial pathogen and it has been identified as
the main responsible for causing the death in patients with cystic fibrosis. The supramolecular
structure of LPS membrane not only affects its permeability, but also the activation of the host's
immune system at the infection time. To describe the influence of cations, Na*, K*, Ca®*, Mg*",
Ba?*, and Zn** on the membrane of LPS in a molecular level, we have applied a theoretical
approach based on atomistic classical molecular dynamics simulations. The membrane's model
was a bilayer consisting of 72 units of LPS from Pseudomonas aeruginosa PAO1 chemotype
anchored in 180 molecules of 1,2-dipalmitoyl-3-phosphatidyl-ethanolamine (DPPE), considering
the pH = 7 and temperature of 300K. The simulations analyses indicated that the LPS
membranes support a hydration level greater than phospholipids bilayers and moreover, the
cations tend to cross-link LPS units. Also, increasing the radius of hydration of cations, as well
as decreasing cross-linking between units of LPS tend to promote the transition of the membrane
from a lamellar to non-lamellar state. Thus, the results suggest that the combined choice of ionic
valence and hydration vs. LPS cross-linking can modulate properties of LPS membranes such as

fluidity and supramolecular structure.

Palavras-Chave: Membrane, Lipopolysaccharide, Cations, Pseudomonas aeruginosa
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1.INTRODUCAO

1.INTRODUCAO

A membrana externa de bactérias Gram-negativas ¢ majoritariamente constituida de
moléculas de lipopolissacarideos (LPS) ancorados em fosfolipideos. O LPS é conhecido por ser
um dos principais fatores de viruléncia em humanos e outros mamiferos, agindo como um
antigeno fraco ndo especifico pouco neutralizado por anticorpos. A grande gquantidade de LPS
presente nas col6nias de bactérias Gram-negativas podem causar no hospedeiro choque séeptico,
febre e até levar & morte?,

A Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) € uma bactéria Gram-negativa, aerdbia,
baciliforme e pode ter como ambiente de origem tanto o solo quanto a agua’. Esta bactéria é
capaz de viver em ambientes hostis, principalmente quando presente nas coldnias* . Pois,
nestes arranjos constam canais aonde os nutrientes circulam* e chegam as bactérias, esta
condicdo de habitat facilita a sobrevivéncia destes micro-organismos. As col6nias de bactérias
aderem a superficies e podem se associar com fungos, algas e protozoarios originando um
complexo ecossistema denominado biofilme. A P. aeruginosa, ainda é conhecida como um

1'213 e oportunista, ataca principalmente pacientes imunocomprometidos™

15,16

patégeno nosocomia
podendo causar morbidez e ser letal principalmente para pacientes com fibrose cistica

1317 coletadas em

A literatura ainda relata da existéncia de P. aeruginosa multirresistentes
esgotos de hospitais e leitos de rios®. A presenca destas bactérias nestes ambientes pode estar
relacionada ao fato do descarte descontrolado de antibi6ticos nas pias dos hospitais®. O
mecanismo de selecdo natural pode justificar esta resisténcia, quando consideramos que as
bactérias que sobrevivem ao ataque dos antibiéticos'®*® geram descendentes e logo constituem
novas colonias®. Existe uma gama de modelos sugeridos de mecanismos para explicar a
resisténcia das bactérias Gram-negativas aos antibidticos evitando por exemplo a lise da

21*23, muitos destes mecanismos ainda ndo sdo bem esclarecidos. O tratamento

membrana externa
mais eficaz para os pacientes contaminados por biofilmes bacterianos tem sido a administracdo
de uma combinagdo de antimicrobianos'’, que sdo substancias capazes de matar ou inibir o
desenvolvimento destes micro-organismos. A razdo da administracdo deste conjunto de
antimicrobianos é porque nestes biofilmes pode haver diferentes subpopulacfes fenotipicas de

bactérias®, assim alguns individuos podem ser resistentes a um determinado antimicrobiano, mas
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1.INTRODUCAO

a outro ndo. O reconhecimento destas bactérias multirresistentes combinado aos efeitos adversos
do organismo aos antibidticos, tem motivado os pesquisadores a tentar obter antimicrobianos
menos agressivos e mais eficazes, como por exemplo os peptideos antimicrobianos®*2’.

A P. aeruginosa também contamina materiais cirargicos, ambientes hospitalares e
solugdes ministradas a pacientes. Algumas das técnicas utilizadas para combater a contaminacéo
sdo: assepsia, esterilizacdo de materiais cirdrgicos, uso de autoclaves e salas limpas. Além disso,
outra alternativa é o uso de materiais que inibam a formacao de biofilmes” . O biofilme de P.
aeruginosa também € um problema na area tecnolégica, pois em geral s&o as primeiras bactérias
que formam colbnia nas superficies de metais e canos dos sistemas de resfriamento a base de
agua. Desta maneira, a colbnia de P. aeruginosa fornece as condi¢fes necessarias de habitat para
outras bactérias, fungos e protozoarios. A presenca de biofilmes em sistemas de resfriamento a
base de agua pode resultar numa menor eficiéncia do processo de resfriamento, entupimento das
tubulacdes ou ainda no aumento das corrosdes e por consequéncia em vazamentos®. Desta
maneira, os biofilmes aumentam os gastos com a manutencdo destes sistemas hidraulico. Muitos
dos antioxidantes utilizados nos reservatérios de dgua sdo a base de nitritos e muitas vezes ao
invés de inibirem a oxidacdo dos canos acabam atuando como fonte de nutrientes para as
bactérias®.

O estudo da morfologia®* %

38,39

, propriedades fisicas e quimicas da membrana externa da P.
aeruginosa pode ajudar o pesquisador a entender os mecanismos de resisténcia, formacéo e
crescimento da col6nia. Além disso, a compreensdo das varidveis que influenciam as
propriedades que governam a estabilidade e estados supramoleculares da camada externa pode
oferecer informacBes que auxilie o pesquisador a desenvolver novos materiais inspirados nesta

membrana?®294041,

Algumas das variaveis conhecidas por afetarem as propriedades da
membrana externa da bactéria sdo o pH, concentracdo e tipo de ions, temperatura, substratos para
adsorcéo e afins***’. Ainda, uma importante propriedade da camada externa de P. aeruginosa é
0 seu grande potencial em adsorver cations®, isso devido aos sitios negativos presentes nas
unidades de LPS. Por isso, estas bactérias podem ser utilizadas para coletarem ions de metais
pesados ou radionuclideos em leitos de rios**° atuando assim como agentes biorremediadores,
uma vez que podem ajudar na descontaminacao do meio ambiente®*>°,

No geral, membranas biologicas possuem alta desordem e descrever as propriedades

macroscopicas a partir de uma compreensédo ao nivel molecular da organizacdo das membrana de
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LPS é uma tarefa desafiadora. Nesse trabalho, utilizamos como ferramenta de abordagem uma
modelagem baseada no método computacional de dindmica molecular classica atomistica - para
uma descricdo a um nivel molecular - considerando algumas propriedades da membrana como,
fluidez, nivel de hidratacdo ou estado de agregacdo. Para tanto, utilizamos um modelo de
membrana de LPS®® de P. aeruginosa, considerando um pH biolégico e temperatura de 300K,
sob a influéncia dos seguintes cétions: Na*; K*: Ca®*; Mg**; Zn*"; e Ba®*. Com excecéo do Ba*",
0s demais ions sdo abundantes nos locais aonde a P. aeruginosa vive como, solo, leitos de rio e
tecido celular. O primeiro trabalho que usou dindmica molecular cléssica para descrever a
membrana de LPS de P. aeruginosa foi publicado em 2001°’, de 14 pra cd muitos outros
surgiram®*%%, Desde 2001, as simulacbes de membranas de LPS haviam considerado

majoritariamente a influéncia do Ca*".
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Nesta secdo, descrevemos a composicdo geral de uma membrana externa de bactérias Gram-
negativa, em particular o da P. aeruginosa. Tratamos sobre como diferentes cations podem
influenciar as propriedades estruturais das membranas de LPS. Além disso, apresentamos uma
breve fundamentag&o tedrica do método de mecénica e dindmica molecular cléssica e alguns dos
resultados obtidos anteriormente utilizando este tipo de simulagio para membranas de LPS.

2.1. MEMBRANA DE BACTERIA GRAM-NEGATIVA

L Antigeno - O
n n n n n n
g
=
Outer E
Galactose € €Eore _g
=
Porina | [nner g
Proteina Core 5
> KDO
Membrana —_—— ‘ I Lipideo A | _
Externa | \.\ (R (W (W ( L1 Je
b LR
— ~» NAG g
Periplasma 1 2
Lipoproteina > d%

e

A

Citoplasma

Acido Acido
Lipoteicéico Teicoico

’ Peptidoglicano

Periplasma {

Membrana { > Fosfolipidio

Plasmatica
Citoplasma[
Figura 1 - Em A, apresentamos um esquema genérico da membrana de bactéria Gram-negativa e em B uma Gram-

positiva. As bactérias Gram-negativas possuem uma camada de peptidoglicano mais fina do que bactérias Gram-
positivas e além disso, apresentam uma membrana externa composta de lipopolissacarideos.
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As Bactérias Gram-negativas diferenciam-se das Gram-positivas principalmente por
apresentarem uma membrana externa assimétrica constituida de LPS e fosfolipidio. Na Figura 1
apresentamos dois esquemas genéricos de membrana de bactéria, uma Gram-negativa (A) e a
outra Gram-positiva (B). Como mostramos na Figura 1 (A), a membrana externa da bactéria
Gram-negativa, pode possuir diferentes proteinas ancoradas ou que atravessem as membranas.
Uma classe destas proteinas sdo as porinas, responsaveis pela difusdo de ions, pequenos
metabolitos e aminoacidos. A membrana externa é separada da membrana interna por um
compartimento chamado periplasma®, onde se encontra uma camada de peptidoglicano.

A membrana externa de bactéria Gram-negativa funciona como uma barreira
seletivamente permeéavel>?®®. Tal permeabilidade tem a ver principalmente com a composico
do LPS:

i) as interacOes entre as cadeias alquil do lipideo A com as do fosfolipidio determinam
na membrana uma regido apolar semelhante a um gel de baixa fluidez contribuindo também na
baixa permeabilidade de solutos hidrofébicos®®. Esta regido de dominio alifatico é mostrada na
Figura 1 A, a cabeca polar do lipidio A e do fosfolipidio estdo representadas respectivamente por
elipses azuis e amarelas. As pernas marrons ligadas a estas elipses representam as cadeias alquil;

ii) a regido do core do LPS, possui grupos fosfatos, PO,, e carboxilicos, COO

1*° das

normalmente interagindo com céations divalentes aumentando assim a interacdo latera
unidades de LPS. Assim, esta regido tende a ser um ambiente de baixa solubilidade para solutos
hidrofébicos®’. O core é subdividido em duas partes o inner core e o outer core como
apresentado na Figura 1A. O inner core é constituido por unidades de acido 3-deoxi-D-mano-
oct-2-ulosdnico (KDO) e heptoses e estdo representadas respectivamente por retangulos verdes e
laranjas, o outer core no geral é composto por unidades de glicose e galactose, representadas
respectivamente por elipses vermelhas e azuis.

iii) o LPS ainda pode se associar com proteinas da membrana externa, esquematizado
na Figura 1A por elipses verdes, como por exemplo a FhuA®, que é capaz de utilizar sideréforo -
quelante com a finalidade de captar o fon Fe** do meio - do tipo hidroxamato. Ao se ligar ao
lipidio A esta proteina confere mais uma interagdo entre as moléculas de LPS vizinhas.Todas

estas caracteristicas ajudam no aumento da estabilidade, resisténcia e protecdo da estrutura
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contra sais biliares, detergentes, peptideos antimicrobiais, antibioticos e ambientes hostis
encontrados durante o processo de inflamac&o ou colonizacdo em hospedeiro®.

A composicdo quimica do LPS na bactéria pode variar sob a influéncia de estimulos
ambientais como infeccdes ou outras condicBes de stress®® do mesmo modo que as propriedades
da membrana externa, tais mudancas costumam contribuir para a defesa da bactéria. Além disso,
a composicao quimica do LPS também varia de acordo com a cepa, ou mesmo em uma bactéria
de uma mesma cepa. No geral, uma unidade de LPS pode ser dividida em trés partes, o lipideo
A, seguido do Core e por fim a regido do antigeno-O, como apresentado na Figura 1A. O lipideo
A é a ancora hidrofébica do LPS, é constituido por dimeros de 2-amino-2-deoxi-D-glucose
(GIcN) ligadas entre si por ligagdes do tipo B-(1—6) e fosforiladas nas posi¢des 1 e 4’,como
representado na Figura 2 e apresenta substituices de &cidos graxos de cadeia longa nas posi¢oes

restantes®.

OH—FP. Ligacdo Beta 1-6

Figura 2 — Formula estrutural do lipideo A pentaacilado de P. aeruginosa.
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O lipideo A também é conhecido por endotoxina do LPS sendo o principal responsavel
pela toxidade & maioria dos mamiferos causando doengcas e infecgdes®. O termo endotoxina foi
criado por Richard Pfeiffer (1858-1945). Quando Pfeiffer estudava o vibrido da cdlera percebeu
que o tratamento térmico podia matar o vibrido, porém a solucdo final obtida deste procedimento
ainda era toxica para os mamiferos. Entdo, Pfeiffer demonstrou que esta toxidade era devido a
uma substancia apolar da colera resistente ao calor, que ele chamou de endotoxina - maior

1. A literatura ainda

detalhamento pode ser obtido no artigo de revisdo de Beutler e Rietche
relata que ndo apenas o nimero de cadeias alquil, mas a conicidade sdo varidveis correlacionadas
a toxidade do lipidio A™. O organismo dos mamiferos possui receptores que sinalizam quando
em contato com o lipideo A. Nos humanos um destes receptores é a proteina “Toll-like receptors
4” (TLR4)"%. Quando reconhecido pelo receptor o sistema imunolégico é ativado e produz
glébulos especificos para destruirem o invasor.

A ligacdo do lipideo-A com os oligossacarideos quase sempre acontece a partir de uma
unidade de acido 3-deoxi-D-mano-oct-2-ulosénico (KDO), ligada ao C-6 livre da glucosamina

(GIcN)™ como mostramos na Figura 3, este é o caso de ligacdo na P. Aeruginosa .

HO
OH
OH
9 ho
Ho 0 HO on KDO
OH o
o)
0
0 OH
” 6 GleN
OH—FP
/\0/4\55/0
2\1/0
Nl
P—OH
< NH S0\
o}

Figura 3 — Representacao estrutural da unidade de KDO ligada ao GIcN
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O KDO pode ser eliminado da membrana externa na presenca de supressores, podendo
assim o lipidio A se ligar aos oligossacarideos a partir de diferentes unidades. Este € o caso de
alguns membros da familia Rhizobiaceae que apresentam unidades de acido D-glicero-D-talo-
oct-2-ulosdnico (Ko) e 4cido 3-deoxi-D-lixo-2-heptulosérico (Dha) ao invés do KDO™. A regiéo
do inner-core comeca com o KDO seguido de uma ou mais unidades de heptoses. A mais
comum ¢é a L-glicero-D-mano-heptose (Hep). Esta é a regido da bactéria mais carregada devido a
presenca de grupos COO™ e PO, substituidos nos agucares. Assim, esses microorganismos tém
uma grande capacidade de adsorver fons metalicos em suas paredes celulares™®#%*7>" Essa
caracteristica é muito importante para explicar a variacdo fenotipica, mobilidade e
biodisponibilidade dos metais no meio ambiente. O outer-core, parte externa do core é
constituido normalmente por hexoses (galactose, glucose e N-Acetyl-D-Glucosamine). As
hexoses estdo na forma piranosidica, e estdo ligados geralmente na configuracdo a-
anomérica.®*®

Depois do core pode ser encontrado o antigeno-O. A composicdo quimica e a
estereoquimica desta Ultima porcdo pode ser muito variada, 0 que torna seu estudo muito
complexo (considerando ainda que na mesma bactéria pode haver diferentes composi¢cdes do
antigeno-0). Esta variacdo acaba por definir o sorotipo da bactéria. O termo “liso” e “rugoso” ¢é
usado para descrever o fendtipo segundo a composicdo do LPS®’. Esta classificacdo serve para
indicar a presenca do antigeno-O nas unidades de LPS de uma determinada cepa. O termo rugoso
vem da auséncia do antigeno-O. Normalmente este tipo de bactérias tende a ser mais vulneravel
a antibioticos hidrofobicos. A expressdo semi-rugoso € usada para as bactérias cuja parte das
unidades de LPS possuam o antigeno-O. A expressdo lisa € aplicada para aquelas bactérias que
no geral o antigeno-O esté presente nas unidades de LPS. Esses polissacarideos, constituintes do
antigeno-O entram em contato direto com a célula hospedeira durante a infeccdo. Assim o
hospedeiro passa a produzir anticorpo especifico de acordo com o antigeno-0°.

O periplasma corresponde a 10% do volume celular®. E um compartimento viscoso
altamente oxidativo contendo enzimas que participam de reac¢fes cruciais para a manutencdo da
célula. Proteinas periplasmaticas ainda podem realizar o transporte de moléculas’”.

A camada de peptidoglicano é constituido de dois derivados de agucares: 0 acido N-

acetilmuramico (NAM) e a N-acetilglicosamina (NAG) unidos alternadamente. O peptidoglicano

Agrinaldo Jacinto do Nascimento Junior 28



2.FUNDAMENTACAO TEORICA

serve como citoesqueleto para a bactéria contribuindo ndo s6 para sua forma, mas prevenindo
uma eventual lise’.

A membrana interna - também chamada de membrana celular - é constituida de uma
bicamada simétrica de fosfolipidios e proteinas integrais ou periféricas®®. As proteinas integrais
estdo imersas na membrana, normalmente com dominios alfa hélice e as periféricas estdo
ancoradas a camada externa da bicamada lipidica. A composi¢do da bicamada lipidica nédo
apenas determina a estrutura celular, mas também influéncia numa variedade de processos
celulares como adeséo celular, condutancia do canal i6nico e sinalizagdo celular mediada por

proteinas da membrana.”

2.2. OS CATIONS EM MEMBRANA DE LPS BACTERIANO

As membranas de LPS apresentam estrutura e ordenamento lateral diferenciado
comparado as membranas lipidicas. Isto tem a ver com a composicao diferenciada do LPS, que
contém grupos como hidroxilas, aminas e além disso apresentam céations interagindo diretamente
com os grupos COO" e PO, da regido do core. O entendimento do empacotamento e da transicdo
de fase destes sistemas tém sido uma tarefa desafiadora a partir de dados experimentais®. A
literatura relata que a forca idnica, pH, temperatura, tipo e quantidade de ions podem influenciar
nas propriedades e estabilidade®® das membranas de LPS*9434446.76.81-91

A disponibilidade dos cations metalicos depende diretamente do local aonde as bactérias
se encontram. O efeito combinado das propriedades dos cations como, carga, raio de hidratacao e
ibnico tendem a influenciar na estabilidade, aderéncia e permeabilidade da membrana bacteriana.
Nos seres humanos o Na* e K* séo respectivamente os céations mais abundantes %

Abraham e autores® construiram uma bicamada de LPS de P. aeruginosa na presenca de
fon Na" e mostraram que nesse tipo de sistema a agua penetra mais do que em sistema com
cations divalentes, chegando inclusive na regido apolar — as medidas foram qualitativas. A
explicacdo sugerida no trabalho € que a grande concentracdo de carga dos grupos COO™ e PO,
da unidade de LPS podem diminuir a interacdo lateral entre as moléculas de LPS facilitando

assim a entrada da agua. A presenca de ions divalentes ndo apenas tende a diminuir
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significativamente a penetracdo da agua, mas aumenta a estabilidade da membrana. Ainda,
Brandenburg e autores® relataram modos de empacotamentento diferenciados da membrana de
LPS em funcdo da mudanca da valéncia e forca ionica na subfase aquosa. Os autores verificaram
por exemplo, que o Ca?* contribui mais no enrijecimento da membrana do que o Na* e sugeriram
que essa observacdo tem a ver com a interagdo cruzada do Ca®* com as unidades vizinhas de
LPS.

Coughlin e autores® utilizaram a técnica de espectroscopia de emissdo atdmica por
plasma acoplado indutivamente, para quantificar os ions metalicos ligados ao LPS de cepas de
Escherichia coli K12. O resultado indicou que na membrana externa da cepa selvagem havia
mais fons Mg®* do que Ca®". J&4 a cepa mutante deep rough D21f2 apresentou uma maior
abundancia de Ca®* do que Mg?*. Além disso, a quantidade dos fons Fe?*, AI** e Zn** em ambas
as cepas foram pequenas em comparagdo ao Ca’* e Mg?*, porém significativas. No mesmo
estudo os autores prepararam sais com os diferentes tipo de LPS e relataram que o Ca*" ndo
conseguiu substituir o Na* do sal de LPS da cepa selvagem. Embora os autores reconhecam que
0s raios iénicos destes fons sejam semelhantes & razao pela qual o Ca®* néo conseguiu substituir
o Na" ndo ficou clara. Entretanto, o fon Mg?* que possui 0 raio muito menor foi capaz de
substituir com eficacia o Na". O estudo ainda indicou que os cations com 0 menor raio idnico
interagiram mais facilmente com o LPS da cepa selvagem enquanto que a cepa deep-rough
mutante interagiu melhor com céations maiores.

Schneck e autores®®observaram a substituicdo cationica do K* pelo Ca** na regi&o do
core do LPS. Eles criaram um modelo de membrana externa de bactéria Gram-negativa a partir
da deposicdo de LPS Re (mutante) da Salmonella enterica sv. minnesota R595 em agua
comprimindo o filme de LPS com uma presséo superficial de 20 mN/m e temperatura de 20° C.
Os autores utilizaram a técnica de fluorescéncia de raio x de incidéncia rasante (GIXF) para
determinar a presenca dos ions na monocamada de LPS. Nas anélises identificou-se a presenca
do K' na regido do core do LPS quando a monocamada estava numa solugdo tamponada
contendo apenas o fon K* e depois quando adicionaram ao sistema o fon Ca®* verificaram a
substituicdo do K* pelo Ca*. J4 é bem conhecido na literatura que a presenca de fons Ca®* e
Mg®* na bactéria aumentam a estabilidade e rigidez da membrana e por sua vez a resisténcia da

bactéria a peptideos cationico antimicrobiano®.
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Quanto maior for a estabilidade da membrana no estado de agregacdo lamelar (L),
maior tambem devera ser a temperatura de transi¢éo de fase, T, de gel (Lp) para a fase liquido
cristalino (L, ). Na fase Ly as cadeias alquil do lipidio estdo mais organizadas, enquanto que na
fase L, ha um aumento da desordem das cadeias alquil. Estes dois estados estdo representados na

Figura 4.

o
Sl Wels

L "

Figura 4 - Representacdo esquematica da membrana lamelar genérica nas fases gel (Lg ) e
liquido-cristalina (L, ).

Uma descricdo mais detalhada sobre esta transi¢do de fase e outras transi¢@es estruturais
dos lipideos sdo apresentadas no trabalho de Luzzati e Tardieu®®. Uma técnica frequentemente
utilizada para determinar T, € a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR). A transicao de fase é determinada quando ocorre a mudanca da frequéncia de vibragéo
simétrica, vs(CH,) e assimétrica, vass(CH,), do grupo metila ao se variar a temperatura do
sistema. Brandenburg e autores® usaram FTIR e a técnica de espalhamento de raio X em angulo
alto (WAXS) para investigar o empacotamento das cadeias alquil do fosfolipidio e LPS em
condicBes proximas a fisiologica. Os dados de WAXS - obtidos das analises de diferentes
amostras de suspensao dos fosfolipidios e LPS em &gua - indicaram que as cadeias alquil do LPS
de Salmonella minnessota R595 tém um estado de ordem menor do que as cadeias de

fosfolipidios saturados, mas apresentam ordem similar aos fosfolipidios com uma cadeia
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insaturada, considerando cada sistema na fase gel. Somente com a técnica de FTIR os autores
conseguiram obervar o efeito da influéncia dos ions divalentes no enrijecimento das cadeias
alquil. Ainda, observaram que a presenca dos fons Mg®* ou Zn®** e o aumento das suas
concentracfes na suspensdo resultaram num aumento da ordem nas cadeias alquil. Além disso,
0s autores relataram o maior aumento de Ty, na suspenséo de LPS na presenca do Zn?*.

Wellinghausen e autores®’ confirmaram um maior empacotamento das cadeias alquil do
LPS sob a influéncia do fon Zn®** em relacéo aos fons Co*", Ni** e Mg?®*. Ainda, verificaram que
a alteracdo da fluidez da membrana de LPS induziu o aumento da produgdo de monocina na
cultura de células mononucleares de sangue periférico (PBMC). Inclusive, a orientacdo dos
autores é de que é preciso revisar e investigar o uso terapéutico do Zn** para pacientes com baixa
imunidade. Essa conclusdo foi tomada considerando o seguinte: i) em baixas concentragdes o
Zn" pode atuar melhorando a resposta imune do paciente; ii) em baixas concentragdes o LPS ndo
é eficiente na inducdo da secrecdo dos mondcitos; iii) quando o LPS estd associado com o ion
Zn**, mesmo nas pequenas concentracdes, ocorre um efeito sinérgico de inducdo dos monécitos
para secretar monocina. Os fons Co®*, Ni?* e Mg?* semelhantemente ao Zn** também induziram
a producdo de monocina, porém numa razdo significativamente menor. Maiores informacoes
sobre a bioatividade do LPS em relacdo a suas propriedades fisico-quimicas pode ser obtida no
trabalho de revisdo de Brandenburg e autores®®.

A influéncia da composic¢do do LPS e do tipo de ion na T, de membranas de LPS
também foi relatada no trabalho de Neumann e autores®. No estudo os autores utilizaram FTIR
para medir a Ty, das membranas constituidas apenas de: lipidio A; unidades modificadas de LPS
de Salmonella minnessota R595 (conservando o lipideo A); e unidades de LPS liso da
Citrobacter freundii e Salmonella abortus equi. Somente a membrana de LPS liso de Salmonella
abortus equi estava na presenca de Ca?* e as demais em presenca de Na'. A membrana
constituida apenas de lipidio A apresentou um valor de T, maior do que as membranas das
demais unidades de LPS modificados. A titulo de comparacdo, os autores mediram a T, da
membrana de LPS liso da Citrobacter freundii e Salmonella abortus equi nas condicGes
supracitadas. A estrutura quimica do lipidio A das bacterias Citrobacter freundii e Salmonella
abortus equi eram a mesma. Os autores obtiveram respectivamente os valores aproximados de
38° C e 42° C. Embora a composicdo do lipideo A fosse a mesma para as duas bactérias, o efeito

da mudanca do fon e da composicéo dos agucares resultou numa diferenca de 5° C na Ty,
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O enrijecimento das cadeias alquil da membrana de LPS pode estar correlacionado ndo
apenas ao tipo do cation, mas a sua concentracdo. Esta relacdo é observada no trabalho de
Brandenburg e Seydel®® quando eles escolhem variar o pH e aumentar a concentragdo do fon
Mg®* nos sistemas contendo dispersdo de lipidio A ou LPS rugoso das cepas mutantes de
Salmonella minnessota e Scherichia coli. Os autores utilizaram as técnicas de FTIR e
calorimetria diferencial de varredura (DSC) para investigar a transicao de fase L para L, Os
autores verificaram através de FTIR que a Ty, é dependente do tamanho das cadeia de agucares
do LPS. Neste caso a Ty, para o lipidio A foi de aproximadamente 45°C e o LPS rugoso
aproximadamente 30°C. Ainda, a alta concentracéo do Mg?* ou o baixo valor de pH provocaram
um aumento da rigidez da membrana e da T, Além disso, os autores avaliaram o carater
liotropico (formacdo da fase liquido-cristalino em funcdo da concentracdo do solvente) dos
sistemas utilizando DSC nas amostras contendo membranas de lipideo A ou LPS rugoso
diferentemente hidratadas. Os resultados mostraram que o valor da entalpia de fusdo variou de
acordo a hidratacdo do sistema enguanto que a Ty, permaneceu constante.

Além das transicdes de fase L para L, Garidel e autores'®

relataram que os ions
divalentes Mg?*, Ca®* e Ba’" sdo capazes de promover a transicdo estrutural da membrana de
LPS Re da cepa de Salmonella minnesota R595. Os autores verificaram utilizando a técnica de
difracdo de raio X usando radiacdo sincroton que, a adicdo de qualquer ion divalente na
membrana poderia converter o agregado unilamelar/cubico invertido em um multilamelar. E
ainda observaram que o comprimento da bicamada contendo Ba** se mostrou maior do que na
presenca do Ca*".

Embora, nem todos os dados apresentados nesta secéo se refiram a membranas de LPS de
P. aeruginosa (ou de seus derivados) os principios observados nas relacbes das membranas e o
meio sdo considerados. Por exemplo, a influéncia do Zn** em diferentes amostras de membranas
de lipideo A ou LPS causou um maior enrijecimento das cadeias alquil do LPS em relacéo a duas
séries diferentes de céations. Outra observacdo comum é que os ions divalentes estabilizam
melhor a membrana em comparagdo aos ions monovalentes aumentando inclusive a Tm.
Combinando os resultados dos trabalhos acima percebemos que, embora a carga de alguns
cations sejam iguais os efeitos percebidos nas membranas foram diferentes. Assim, selecionamos
trés pares de cations apresentados na Tabela 1 baseados ndo apenas em sua abundancia, mas na

semelhanca dos seus raios e diferenca nas cargas com o objetivo de investigar a influéncia destes
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cations na membrana de LPS rugoso de P. aeruginosa PAO1. Os valores experimentais do raio

101,102

ibnico dos cations sdo apresentados abaixo:

Tabela 1 — Raio idnico experimental (r)

Mg”* zZn** ca”™ Na* K* Ba’*
r (hm) 0.065 0.075 0.099 0.095 0.133 0.135

Na proxima secdo apresentamos alguns dos fundamentos da mecanica molecular, pois foi

a abordagem escolhida para avaliar a influéncia desta série de cations nas membranas de LPS.

2.3. MECANICA MOLECULAR

O uso de metodologias baseados na mecanica molecular classica (MM) permite o estudo
de propriedades de grandes sistemas quimicos ou bioldgicos, que ndo sdo possiveis por razdes
praticas a partir de uma abordagem inteiramente quantica. Na abordagem classica 0s &tomos ou
um grupo de dtomos sdo tratados como esferas indivisiveis providas de massa, carga e outros
parametros especificos. Desta maneira, a mecanica molecular classica ndo é um modelo ideal
para o estudo de propriedades dos sistemas aonde a distribuicdo eletrénica nas particulas variem.
A implementacdo do modelo de MM através de algoritmos em pacotes de quimica
computacional reduz significativamente a quantidade de operacgdes realizadas no computador,
guando comparado a uma abordagem de mecanica quantica. Por essa razdo é possivel o estudo
de propriedades termodinamicas de grandes sistemas como membranas e proteinas.

Uma molécula no modelo de MM pode ser definida como uma colecdo de particulas
ligadas entre si pela atuacéo de forcas elasticas ou harmdnicas. Parte da energia potencial desta
molécula é descrita por um conjunto de fungdes de energia potencial classificadas como
potencial das interagdes intramoleculares Vs também conhecido como potenciais ligados.
Estes potenciais descrevem as deformacfes da molécula com respeito ao comprimento de ligacao
(r), angulo de ligag¢ao (0) e ao angulo diedral préoprio(p) e improprio(y). Além das interacGes
intramoleculares podera haver outras interaces com os constituintes do sistemas nédo ligados

conhecida por interacBes intermoleculares. O potencial de interacdo intermolecular, Vier €
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descrito em duas partes, o potencial de interacdo de Coulomb junto ao de Lennard-Jones(6-12).
O conjunto destes potenciais define o campo de forca. A seguir descrevemos cada um destes

potenciais.

2.3.1. POTENCIAL HARMONICO DE LIGACAO

O termo potencial harménico de ligacdo, V4 na MM considera a contribuicdo energética
do estiramento da ligacdo quimica covalente. A ligacdo quimica nesta abordagem pode ser
entendida como a ligacdo de duas particulas por uma mola. O comprimento desta ligacdo oscila
em funcdo do tempo, mas mesmo assim € possivel definir uma distancia média de ligacao
também chamada de distancia de equilibrio. Quando a distancia de ligacdo € maior ou menor do
que a distancia de equilibrio ha um aumento da energia potencial do sistema. Este
comportamento é modelado a partir da equagéo abaixo:

Vg = $Kq(d —do)?, (2.01)

onde d representa a distancia da ligacdo quimica, do é a distancia de equilibrio da ligacdo e K4 é a
constante elastica e tem a ver com a rigidez da ligacdo. Os parametros, do e K4 podem ser obtidos
a partir de calculos quéanticos ou de medidas espectroscopicas de infravermelho. O valor de Kg
aumenta com a rigidez da ligacdo e com a diminui¢do da flutuacdo da distancia em torno da

distancia de equilibrio. Por exemplo: nas ligagdes C-N e C=N onde os valores experimentais de

Kcal 103
(mol A2)

do sdo respectivamente 1,449 e 1,273 A os valores de Ky sdo iguais a 337 e 570

Apresentamos na Figura 5, quatro esferas representando uma molécula constituidas dos atomos
hipotéticos A, B, C e D. O estiramento da ligagdo dos pares se d& na direcdo dos cilindros. As

moléculas ainda podem apresentar modos vibracionais angulares como descrevemos a seguir.
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2.3.2. POTENCIAL HARMONICO ANGULAR

O potencial harmdnico angular, Vg diz respeito a contribuicdo energética resultante da
variacdo angular em torno do angulo de equilibrio, 6, formado entre duas ligacGes vizinhas.

Representamos na Figura 5 os angulos 6ac e 8gp definido nas ligaces: AB e BC ; e BC e CD.

eBD

(N

eAC

Figura 5 — Representacdo de uma molécula
constituida dos atomos hipotéticos A, B, C e
D e seus angulos.

O modelo matematico que descreve esse potencial é andlogo ao do potencial harménico
de estiramento. A constante elastica, Ky deste potencial € dependente dos trés atomos que

formam o angulo. A seguir apresentamos a equacao:
Vo =5 Ko (6 — 6,)”, (2.02)

a variavel 0 nesta equagdo ¢ o angulo entre as duas ligagdes quimica vizinhas. Na praticas dois
vetores sdo definidos para indicar as duas ligacGes e entdo se calcula o angulo entre estes dois
vetores. Os dois modelos apresentados até aqui sdo representacfes simples de potenciais, outras

formulagGes matematicas podem ser usadas.
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2.3.3. POTENCIAL DE TORCAO

O potencial de tor¢do, V, tem a ver com o arranjo conformacional de 4 atomos da
molécula. Na Figura 6 os atomos A, B e C definem ndo apenas 2 ligacdes quimicas mas um
plano e os dtomos B, C e D definem um segundo plano. O angulo formado entre estes dois
planos define o ngulo diedro préprio(g) ou de tor¢do. No exemplo abaixo o angulo descrito é de
180° ou seja, representaria uma conformagdo trans (4tomos em lado oposto) em relagdo aos

dtomos A e D.

Figura 6 — Representagdo de um diedro
formado na molécula constituida dos
atomos hipotéticos A, B, C e D.

O angulo diedro pode variar em 360° ou seja no intervalo de 0 a 2z. A curva do gréfico da
energia potencial em funcdo do angulo diedro representa a barreira de energia rotacional. A
forma destas barreiras pode variar de acordo com os atomos envolvidos na analise da tor¢do. O
modelo matematico padrdo deste potencial pode ser descrito pela seguinte expansdo em série de

Fourier, normalmente truncado no terceiro termo:

V, = Z % [1+ cos(ne +y)], (2.03)

n=0
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onde o termo V, é frequentemente chamado de altura da barreira, apesar de outros termos
contribuirem para altura da barreira como por exemplo a interacdo dos atomos 1-4 nao ligados. O
termo n da Equacdo 2.03 é a multiplicidade e indica 0 nimero de pontos de minimo na funcéo
quando a ligagdo é rotacionada em 360°, 1 é o fator de fase e esta associado ao deslocamento das
barreiras e por fim ¢ ¢ o angulo de diedro. A equacdo conhecida como funcdo de Ryckaert-
Bellemans € uma forma analoga e mais eficiente computacionalmente de representar o potencial
de torcdo. No pacote GROMACS™, que utilizamos para realizar as simulacdes de dinamica
molecular deste trabalho, a funcdo de Ryckaert-Bellemans € escrita para descrever a tor¢do de

alcanos da seguinte maneira:

5
V, = z D,,(cos(p — 180))" (2.04)
n=0

nesta equacdo D, é a constante do potencial Ryckaert- Bellemans expresso em KJ.mol™ . O uso
desta equacdo engloba a interacdo de van der Waals do primeiro e ultimo atomo que formam o

diedro.

2.3.4. POTENCIAL DIEDRAL IMPROPRIO

A energia do potencial diedral improprio (V, ou V;) diz respeito a quatro atomos néo
ligados sequencialmente. Na Figura 7 apresentamos um esquema deste caso de diedro, onde os
atomos A, C e D estdo num plano e B oscila em relagdo ao plano com um angulo y ou uma altura
h.

Figura 7 - Representacdo de um diedro improprio formado na molécula constituida
dos atomos hipotéticos A, B, C e D.
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Este tipo de potencial pode ser aplicado por exemplo quando se deseja manter uma conformacao
planar de 4 atomos. Este é o caso de uma molécula como o benzeno e aldeidos aonde carbono
tem uma hibridizacéo do tipo sp®. Este potencial pode ser descrito como harménico, pois a
energia cresce com o aumento da diferenca conformacional no arranjo dos d&tomos em relacéo a
aquela conformacdo considerada de equilibrio. O referencial de equilibrio pode ser dado tanto
em termos do diedro y apresentado na Figura 7 quanto em termo da distancia h do atomo em
relacdo ao plano. A seguir apresentamos dois modelos matematicos equivalentes para representar

esta modalidade de potencial:
Vy = KOt = x0)? U Vi = Ky(h— ho)?, (2.05)

os termos K, e Ky séo as constantes elasticas destas equagdes e variam de acordo com o tipo de

4tomo, hibridizado em sp?.

2.3.5. POTENCIAL DE LENNARD JONES

Figura 8 — Representacéo das interagbes de van der Waals.

O potencial ndo ligado de Lennard Jones € utilizado na descricdo de interacdes do tipo de van der
Waals representado na Figura 8. Este potencial com frequéncia € utilizado a partir dos terceiros
vizinhos da molécula, representado na Figura 6 pelos atomos A-D, uma vez que os primeiros (A-
B) e segundos vizinhos (A-C) sdo tratados por potenciais harménicos. No caso aonde 0s terceiros

vizinhos tem um carater rigido como no caso dos atomos de um anel aromatico a contribuicéo
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desta interacao pode ser considerada constante. A expressdo matematica do potencial de Lennard

Jones é apresentada a seguir:

J Ll , (2.06)

VL] —4‘£i i I_ -
= ] 12 6
rij rij

0s termos oj; € &jj representam respectivamente o raio de van der Waals e a profundidade do pogo

da energia potencial. Estes termos sdo obtidos a partir das regras de selecdo

o; + o;
O-ij =( 12 ]) e Eij = 1/gi£j (207)

os indices i e j representam dois atomos diferentes.O V;, também € usualmente escrito do

seguinte modo:

A B
VL] ? - 6’ (208)
rij ij
onde,
A =4e0'? e B =4s0, (2.09)

A primeira parcela da equacdo de Lennard Jones de ordem 12 modela a parte repulsiva da
interacdo e a segunda parcela a parte atrativa. O termo r;; € o raio de interagdo entre os atomos i e
j. O raio de van der Waals varia de acordo com os 4&tomos que estdo interagindo. Graficamente
o;;equivale a distancia de interagdo mais proéxima entre os atomos cujo potencial é igual a zero.
Numa disténcia de interagdo menor do que o raio de van der Waals a repulséo entre os atomos é
bastante alta, evitando assim a interpenetracdo dos dois 4&tomos. O potencial de Lennard Jones é
dito de curto alcance, uma vez que o potencial tende a zero rapidamente com o distanciamento

entre os a&tomos.
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2.3.6. POTENCIAL DE COULOMB

A energia potencial de Coulomb é resultante da interacdo ndo ligada de cargas e/ou

dipolos.

Figura 9 — Representacéo da interacdo de Coulomb.

Uma molécula neutra pode apresentar momento de dipolo dependendo da
eletronegatividade dos seus atomos. Por exemplo, a molécula de H-F apresenta um valor de
momento dipolo igual a 1,92 D'® (Debye), maior do que o da molécula de H-Br que é 0,82 D'%,
isso porque o atomo de fluor é mais eletronegativo do que o bromo. Nestas duas moléculas o
atomo de hidrogénio apresenta uma maior densidade de carga positiva e tanto o0 bromo quanto o
fldor apresentam uma maior densidade de carga negativa. Dai, para modelar a densidade
eletrdnica na molécula atribui-se cargas pontuais especificas para estes atomos. Estas cargas
podem ser obtidas e atribuidas a partir de calculos de mecénica quantica. O modelo matematico
gue descreve a energia resultante da interacdo de cargas pontuais em funcdo da distancia entre as

cargas € apresentado na seguinte equacao:

v, = 4iq; '
4meery;

(2.10)
onde g; e gj sdo os valores das cargas dos atomos i e j respectivamente, g € a constante da
permissividade no vacuo, € ¢ a constante dielétrica do meio e por fim r;; € a distancia entre os
atomos i e j.

No célculo da energia potencial de interacdo eletrostatica sdo desconsideradas as

interacBGes do atomo carregado i numa molécula com os seus primeiros e segundos vizinhos e de
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acordo com o tipo de campo de forca também os terceiros. A interacdo das particula diminuem
com o aumento da distancia. Com a finalidade de melhorar a performance computacional este
potencial é calculado dentro de uma raio definido chamado de raio de corte, r., para cada carga.

Quando a distancia é maior do que r., 0 &tomo i interage com um meio continuo.

2.3.7. CAMPO DE FORCA

O campo de forca é o conjunto de equacBes que descreve a energia potencial total das
interacdes dos atomos num sistema. Estas equacOes visam reproduzir as curvas de energias
potenciais experimentais como a de uma barreira torcional, ou ainda da vibragdo de uma ligacéo
quimica como descrevemos acima.

As constantes destas equacOes sdo definidas como os pardmetros do campo de forca e
podem ser obtidas no processo de parametrizacdo. A obtencao destes parametros € primordial e
ndo é uma etapa trivial, pois para que estes parametros sejam validos precisam reproduzir
propriedades estruturais e termodinamicas como por exemplo: a densidade de um liquido; fatores
estruturais de um sélido obtidos por cristalografia de raios-X; a compressibilidade de um gés que
é a variacdo do volume deste gas em funcdo da pressdo; a entalpia de vaporizacdo; energia de
solvatacdo no caso de um ion num liquido. Quando algumas propriedades sdo dificeis de serem
obtidas experimentalmente pode-se optar por realizar calculos de quimica quantica para auxiliar
no processo de parametrizacao.

Dificilmente algum campo de forca vai reproduzir ao mesmo tempo bem todas as
propriedades estruturais e termodinamicas de um determinado sistema, ainda mais quando a
complexidade aumenta. Entretanto, é possivel obter bons resultados de nivel quantitativo em
sistemas complexos e grandes, uma justificativa para este bom resultado é que grande parte da
dindmica é dominada por efeitos causados por fatores coletivos, como o empacotamento das
moléculas e assim erros relativos a interagdo dos pares de atomos terminam sendo

106

minimizados™". Apresentamos a seguir a equacdo completa da energia potencial representando o

campo de forca aqui exemplificado:
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Viotat = Va + Vo + Vo + V3 + 1V, + Ve, (2.11)

nesta equacdo os quatro primeiros termos séo contribui¢des do potencial ligado Viner € 0s demais

séo do potencial ndo ligado, expandindo a equacao pela substituicdo dos termos obtemos;

N N N
1 1 v
Vtotal = Z EKdn( dn - dOn)Z + Z EKHn(Hn - HOn)z + Z En [1 + cos(n(p + )/)]
n=1 n=1

n=1
N N1 W
1 oy'*  0y° q:9;
+Z§Kxn(Xn—X0n)2 +Z4£UI T —J (2.12)
— -~ 1ij 1ij L 4TTEYET
n=1 i<j 1<Jj

2.4. DINAMICA MOLECULAR CLASSICA

A dindmica molecular classica, DM trata de resolver as equacGes de movimento de
Newton para um sistema contendo N &tomos, considerando as suas interacBes em fungdo do
tempo sem desprezar a temperatura. O uso da dindmica molecular classica numa escala atdmica
pode ser justificada pela separacdo de Bohr-Openheimer, empregado na mecanica quantica que
permite tratar a dindmica dos protons separadamente dos elétrons. A equacdo de forca
newtoniana é obtida derivando a energia potencial do sistema em termos da posi¢cdo como

apresentamos a seqguir:

=4 thotal

EF=—-———, 2.13
ondei =1..N eiéoindice dos N atomos no sistema. Uma vez conhecida a forga e a massa, m;
é possivel encontrar a aceleragdo, d, usando a segunda lei de Newton apresentada na proxima

equacéo,

F = ma,, (2.14)
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onde d ¢ definido da seguinte maneira,

z= 2.15
al - dt ) ( . )
nesta derivada t é o tempo e v, é a velocidade que é dada por :
v, = dn 2.16
vl - dt ) ( . )

7, representa a posicdo do atomo i. Considerando a definicdo de velocidade e da aceleracéo,

podemos reescrever a equacdo da forga na seguinte forma,

(2.17)

Essas equacdes de movimento sdo resolvidas numericamente e interativamente, para cada
atomo constituinte do sistema em funcéo do acréscimo de intervalos de tempo, At. O valor deste
incremento temporal é fixo e deve ser menor do que 0 tempo necessario gasto para acontecer o
fendmeno do qual deseja ser observado na dindmica. Caso esta condicdo seja desconsiderada a
dindmica ira resultar em artefatos computacionais, que sao resultados falsos devido a erro de
concepcao do método ou no protocolo da simulagdo. Normalmente o incremento de tempo € da
ordem de femtossegundo (10™°s) e o termo niimero de passos de integracéo surge para definir o
namero de vezes do qual o acréscimo acontece para alcancar um tempo total t. Em cada passo
sdo registrados dados como energia, velocidade, as novas coordenadas dos atomos, definindo
assim a trajetéria dos atomos. De posse das informagdes de cada um desses passos podem ser
obtidas propriedades termodindmicas macroscopicas usando a termodinamica estatistica. Os
efeitos de temperatura ndo podem ser desconsiderados na dinamica molecular e a ordem da
energia envolvida nos processos deve estar na faixa onde as interagcOes classicas sejam
dominantes. A energia nestes sistemas € da ordem de kzT, onde kp representa a constante de

Boltzmann e T a temperatura
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2.5. SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR

Para a realizacdo de simulacdo da dindmica molecular é necessario ter um software que
realize as integracGes das equacdes newtonianas de movimento. Neste estudo optamos por usar o
GROMACS. Além disso, é necessario conhecer e buscar mimetizar na simulacéo as condi¢oes
do sistema em estudo como por exemplo: temperatura, pressdo, densidade, concentracdo ou
outras propriedades importantes. Estas condi¢cGes devem ser mantidas constantes e podem ser
mimetizadas nas simulac@es usando diferentes tratamentos ou algoritmos. A seguir descrevemos
alguns dos métodos e filosofias usadas na concepcédo e construcdo dos algoritmos usados pelos

pacotes de dindmica molecular.

2.5.1. CAIXA DE SIMULACAO E SUAS CONDICOES

A caixa de simulacdo é descrita em um espaco tridimensional e pode ter diferentes
formatos geométricos, por exemplo cubico ou ortorrdombico. Dentro da caixa sdo colocados 0s
atomos, moléculas, ions ou solvente que constituem o sistema. A razdo da quantidade de
particulas dentro da caixa por volume também deve ser considerada, por exemplo no caso de
liquidos puros o nimero de moléculas por volume deve representar a densidade numérica do
sistema real.

A caixa deve ter uma dimensdo minima que seja maior do que os raios de corte de
atuacdo dos potenciais ndo ligados de curto alcance, para que ndo surjam artefatos. Essa
condicdo de tamanho da caixa tende a ser problema normalmente para sistemas pequenos. Outro
problema e com relagdo as moléculas que estdo beirando as fronteiras da caixa tendendo
inclusive a escapar. Pois estas estariam interagindo em parte com o vacuo ao invés de com outras

particulas do sistema, por ser uma representacdo finita, resultando deste modo num potencial
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diferente ao que deveria ser obtido considerando um sistema continuo. Assim, a soma destas
medidas indesejaveis implicam na obtencao de artefato.

O artificio usado para resolver o problema com as moléculas desta regido de fronteira é
usar replicas da propria caixa de simulagdo em torno dela mesma, computando apenas as
propriedades das particulas contida na caixa central ndo desprezando as suas interacbes com as
caixas vizinhas. Também € importante que a particula da caixa central ndo interaja de modo
algum com a particula andloga a ela da outra caixa. Para se manter o numero de particulas
constante na caixa e resolver o problema do raio de corte faz-se com que quando uma particula
saia da caixa outra entre no seu lugar, isso porque o movimento relativo das particulas em cada
caixa € 0 mesmo em cada passo da simulacdo. O ajuste eficaz do nimero de réplicas no espaco
tridimensional para evitar os artefatos, junto com o dimensionamento da caixa corresponde a
dizer que o sistema atendeu as condi¢des periddicas de contorno. A ideia deste procedimento é

representada na Figura 10.
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kN EEF
3o ()3 3|30 2

Figura 10 —Representacdo da caixa de simulacdo de fundo cinza de dimensdes LxL e suas réplicas
identificada por letras mailsculas. a representa um atomo da molécula do sistema e a circunferéncia e o

raio indicado por Rc, o raio de corte.

No centro da Figura 10 estd a representacdo bidimensional de uma caixa com o fundo
cinza de dimensdes L x L. Esta caixa contém varias moléculas, ao redor do 4&tomo a esta uma
circunferéncia indicando o raio de corte das interagdes de curto alcance. Na base da caixa cinza,
uma seta indica o movimento translacional de uma molécula para a caixa do lado direito,
referenciada pela letra E. E interessante notar que a configuracio relativa de todas as moléculas

nas caixas representadas pelas letras de A a H sdo as mesmas, isso porque elas séo replicas da
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caixa cinza em todos os passos de simulacdo. O custo operacional do computador tende a crescer

com o0 aumento proporcional da caixa com a quantidade de particulas.

2.5.2.  INTERACOES NAO LIGADAS E DE LONGO ALCANCE

De todos os célculos de interagbes na simulagdo de DM, as ndo ligadas sdo as que mais
consomem o tempo computacional. Uma maneira de tentar minimizar esse custo € facilitar a
identificacdo dos pares de interacdo através por exemplo, de uma lista de vizinhos criada a partir
de uma malha (grid). O uso de malha trata em considerar a caixa de simulacdo como sendo
constituida por vérios cubos de mesma dimensdo. A idéia é de que os atomos do sistema sejam
enderecados nestes cubos, por pelo menos um nimero de passos - normalmente um periodo de 5
a 20 passos. O proposito deste enderecamento é identificar univocamente as particulas que estdo
no raio onde o programa deve calcular diretamente a interacdo de van der Waals e eletrostatica
de Coulomb. Entretanto, para evitar problemas de calculo das intera¢cbes com o0s atomos que
possam ter entrado ou saido do raio de corte, dentro do intervalo de passos determinado,
considera-se na lista &tomos que estejam num raio um pouco maior do que o raio de corte.

A interacdo de particulas ndo ligadas diminui a medida que a distancia do par aumenta, a
interacdo de van der Waals é um tipo de interacdo de curto alcance, enquanto a interagdo
eletrostatica ¢ de longo alcance, uma vez que o potencial de Coulomb é inversamente
proporcional a r;j. Desta maneira, o raio de corte identifica a regido onde as interagdes
eletrostatica sdo mais intensas. As duas abordagens mais usadas para tratar as interacGes de
longo alcance sdo baseadas nas somas de Ewald ou na interagdo de Coulomb com campo de
reacdo, Vcer. Em termos de custo computacional o método de campo de reacdo € mais barato do
que os métodos baseado na soma de Ewald. Além disso, em um artigo de revisdo sobre

modelagem biomolecular, Gunsteren e autores'®’

realizaram o calculo de energia livre de
hidratacdo do ion Na" usando solvente explicito ( modelo de &gua usado foi o simple point
charge, SPC'%) para testar os modelos particle-particle/particle-mesh (P*M) — baseado em soma
de Ewald — e o de campo de reacgdo. Os resultados obtidos indicaram que, uma caixa contendo
512 moléculas de agua tratada com o método de campo de reacdo, j& apresentou um resultado

semelhante ao sistema contendo 2048 moléculas de agua tratados com P3M. Desta maneira,
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optamos em usar 0 modelo de campo de reacdo para tratar das interacGes de longo alcance. A
ideia deste modelo é tratar as interacOes eletrostaticas de longo alcance através de um dielétrico

continuo. A seguir apresentamos a equacgdo representante deste modelo:

VCcr -

Qin ll + Eer — € rl_jg,l 1 quj 3gcr (2.18)

4me, eryj 26, + 1.3 Atey &, 2&q + €’

onde r¢ ¢ o raio de corte e g € a constante dielétrica apds a regido do raio de corte, 0s demais

termos ja foram definidos na equacdo de Coulomb.

2.5.3. SOLVENTE EXPLICITO

A simulacdo de dinamica molecular permite o tratamento explicito do solvente. O
solvente utilizado em nosso estudo é a &gua e atualmente é possivel escolher alguns modelos
para representa-la. Por exemplo, Bernal-Fowler (BF), SPC, ST2, TIPS2, TIP3P e TIP4P.
Jorgensen e autores'® compararam os valores experimentais da agua como entalpia de
vaporizacao, capacidade calorifica e propriedades estruturais obtidos via difracdo de néutron com
os valores atingidos nas simulacgdes utilizando estes diferentes modelos. Nestas simulagfes o
niimero de moléculas de agua foi mantido constante, bem como a temperatura de 25° C e presso
de 1 atm. Os autores relataram que com excecdo do modelo de agua BF, os demais reproduziram
satisfatoriamente os dados experimentais.

Estes modelos de agua sdo rigidos podendo haver trés, quatro ou cinco sitios de interacao.
O modelo de dgua mais barato em termos de custo computacional é o de trés sitios, uma vez que
0 nimero de sitios de interacdo € menor, reduzindo assim o nimero de célculos no computador.
Os tipos de &gua TIPS, TIP3P e SPC possuem trés sitios de interacdo. Assim, a carga do
oxigénio, qo € igual a -2q, aonde , gy € a carga do hidrogénio. Neste trabalho optamos por usar o
tipo de 4gua TIP3P. Pois os parametros do campo de forca usados neste trabalho® foram obtidos
considerando este modelo de 4gua. No modelo TIP3P gy, é igual a 0.417 C e consequentemente
Qo assume o valor -0.834 C. O angulo HOH é de 104.52 graus e a distancia da ligacdo OH é igual
a 0.972 A. O modelo TIP3P foi obtido da reparametrizacdo do modelo de &gua TIPS por
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Jorgensen e autores,da mesma forma que Berendsen e autores reparametrizaram o modelo TIPS
obtendo o tipo de 4gua SPC. Ambos modelos de agua, SPC e TIP3P, foram parametrizados para

reproduzir as propriedades da &gua liquida a 1 atm e 25° C.

2.5.4. EVOLUCAO TEMPORAL E O ALGORITMO LEAP-FROG

Uma vez estabelecido o sistema de estudo, satisfeitas as condi¢es de contorno da caixa,
nimero de passos e todas as demais condicGes referentes a dindmica estabelece-se a posicao
inicial ro e velocidade inicial, vy de todos os atomos do sistema. Dai, a forca é calculada para
cada atomo usando a Equacdo 2.13. Ainda, devem ser calculadas a energia potencial utilizando a

Equacdo 2.12 e a energia cinética que € obtida a partir da proxima equacao:

L2 mw?
E(p;m) = . Z;ni = Z% (2.19)
=1 =1

onde p € o momento. Em seguida as novas posicdes, velocidades sdo obtidos pela integracao das
equagdes de movimento de Newton para cada incremento temporal At. No fim de cada passo
todas estas informacBes sdo computadas para escrever a trajetoria. Essas etapas ocorrem
iterativamente e a condicdo de parada € quando o tempo de total de simulacéo é atingido.

E necessario optar por um algoritmo de integracdo das equacdes de movimento. Neste estudo

escolhemos usar o algoritmo leap-frog™'°

(passo da rd). Este algoritmo é uma variacdo do
algoritmo de Verlet que tem como base o método das diferencas finitas, onde a integracéo é
realizada em pequenos intervalos de tempo, At. A seguir apresentamos as equagdes utilizadas

para calcular as coordenadas (r) e velocidades dos atomos (v):

r(t+4t) = r(t) +v (t + %) At e (2.20)
v(t+%> = v(t—%)+%zlt. (2.21)

Agrinaldo Jacinto do Nascimento Junior 50



2.FUNDAMENTACAO TEORICA

O célculo da posicdo dos atomos do sistema, r para o intervalo t+At considera a velocidade do
. A . ~ . .
instante t + ?t O termo leap-frog vem da analogia do salto de duas r&s, quando a primeira

aterrissa a segunda salta, ou seja, para se calcular a posicdo dos atomos € preciso obter
anteriormente a velocidade e o inverso também é verdade. A préxima figura representa esta
analogia num gréafico unidimensional em funcdo dos passos de simulacdo indicado pelos

ndmeros inteiros.

i Vi Fig Vi

>
0O 05 1 15 2 25 (t)

At

Figura 11 — Representacdo dos instantes aonde sdo calculados a velocidade e a posigédo

dos &tomos usando o algoritmo de integracdo das equacGes de movimento leap-frog.

A vantagem de usar o algoritmo de leap-frog no lugar do de Verlet esta no fato de que a
velocidade é considerada explicitamente, essa caracteristica € importante no momento de gerar
os ensembles mantendo a temperatura ou a pressao constante. Além disso, o algoritmo de Verlet
apresenta a desvantagem numérica de possuir o Gltimo termo diretamente proporcional a At?

COmo apresentamos a segulir:
r(t + At) = [2r(t) — r(t — At)] + a(t)At?, (2.22)

a soma do valor da diferenca de dois nimeros relativamente grande- quando comparado a At - ao

ualtimo termo da equacdo pode resultar em erros de truncamento devido a precisdo no calculo ser
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finita. Uma desvantagem encontrada no algoritmo leap-frog é que a posicdo e a velocidade
andam defasadas em funcdo do tempo, isto implica na impossibilidade de obter para um mesmo
tempo a energia potencial e cinética. Um artificio usado para contornar esta dificuldade é

calcular a média das duas velocidades em torno do tempo desejado como apresentamos a seguir:

v(t) = 2 . 2/ (2.23)

os algoritmos derivados do de Verlet tendem a ser bastante utilizados, pois comparado a outros
mais precisos gasta significativamente menos memoria RAM e ainda possibilita o estudo de

sistemas por um tempo mais longo.

2.5.5. TERMOSTATO DE BERENDSEN

Um termostato no geral tem a funcdo de manter a temperatura de um sistema constante.
Entretanto, na DM o maior objetivo do termostato é evitar com que a temperatura nos sistemas
variem bruscamente em torno da temperatura desejavel, To. O aquecimento indesejavel é
observado através da variacdo da energia total do sistema. Este aquecimento tende a ser causado
pela atuagdo de forgas externas, atrito, ou ainda por flutuagdes numéricas resultantes do processo
de equilibracdo do sistema ou por erros ocasionais surgidos nos passos de integracdo. A
temperatura é descrita como uma varidvel da energia cinética média do sistema que por sua vez é

diretamente relacionada com a velocidade dos &tomos como visto nas equacdes seguintes:

_ 3
(E)NVT == ENKBT ) (324)
N 2
m;v;
E= z L (2.25)
i=1

onde E é a energia cinética média dos atomos no ensemble do tipo candnico (NVT) que possui 0

numero de particulas( N), volume da caixa (V) e temperatura (T) constantes. N é 0 nimero de
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graus de liberdade, kg € a constante de Boltzmann e T é a temperatura. Assim, a equagdo de
temperatura é obtida isolando o T, quando as duas equacBes acima sdo igualadas. Considerando
que a variacdo da temperatura pode ser descrita como o resultado do escalonamento da

velocidade podemos escrever At da seguinte maneira:

N N
1o 2m(Av)? 10 2m;(v;)?

_1 _ , 2.26
2.3 Ny 2443 Nig (2.26)
i=1 =1

AT

AT = (22 = DT (D), (2.27)

onde A € o fator de escalonamento e isolado € escrito da seguinte forma:

A= fi , (2.28)
T(t)

onde Ty é a temperatura de referéncia. Um artificio usado na simulagdo de DM para evitar a
variacdo brusca de temperatura € o uso de um banho térmico que funciona como uma fonte
termal adicionando ou removendo calor de acordo com a necessidade na simulacdo. O termostato
de Berendsen, usado neste estudo, tem essa filosofia de banho térmico e matematicamente isto
significa estabelecer uma relagdo entre a evolugdo temporal do sistema com a temperatura de

referénciaTy, esse conceito pode ser expresso na proxima equacéo:

dT Ty —T(t)

- -2 7 2.2
dt T ’ (2:29)

onde a temperatura T é derivada em relagdo ao tempo t e T é o pardmetro de acoplamento e tem
unidade de tempo, este termo indica o quanto o banho e o sistema estdo acoplados. Assim a

variacdo da temperatura em dois passos consecutivos é dada por:

At
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Considerando o algoritmo de integracdo leap-frog e a Equacdo 2.30 o fator A é escrito da

seguinte maneira:

Y,
A=l1+4={—2 1 , (2.31)

se o valor de t for grande significa que o acoplamento € fraco e se igual a At 0 1 se iguala ao
fator de escalonamento de velocidade simples. A maior vantagem desse método € que ele
permite a flutuacdo sobre a temperatura desejada, desta maneira 0 ensemble gerado ndo é
canonico. Entretanto uma desvantagem é que o escalonamento artificial da velocidade pode
prolongar as diferengas de temperatura entre os componentes do sistema podendo resultar por
exemplo no fendmeno conhecido como “solvente quente e soluto frio”, onde a temperatura do
soluto é menor do a do solvente. Uma solucdo para resolver este problema é acoplar o termostato
de Berendsen separadamente para estes diferentes constituintes do sistema, todavia o problema

ainda pode persistir.

2.5.6. BAROSTATO DE BERENDSEN

O método de controle de pressdo utilizado no barostato de Berendsen é analogo ao do
termostato. O sistema € acoplado a um banho de pressdo. A variacdo da pressdo em funcdo do

tempo é dado pela seguinte equacéo:

dP(t) Py —P()
a 1 ’

(2.32)

Onde 7, é a constante de tempo de relaxacéo do barostato, Py € a presséo de referéncia e P(t) € a
pressdo no tempo t. A equacdo da pressdo estd logo abaixo, é obtida ao utilizar o teorema do

virial,

2
P(t) = W(E -£), (2.33)
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onde E ¢ o virial interno do potencial aditivo de pares:

1

i<j

F;; € a forga na particula i devido a interagdo com a particula j e r;; € a distancia entre as
particulas i e j. Logo, a manutencdo de P(t) em torno de P, depende da variacdo do volume da
caixa e da variacdo na posicao das particulas. Assim, as equagdes modificadas para 0 movimento
e a variacdo do volume sdo descritas respectivamente a seguir,

R=v+ R, (2.35)

V=3¢, (2.36)

v € o vetor velocidade do sistema, R as coordenadas da particula e 0 termo de escalonamento (

esta relacionado a isoterma de compressibilidade f.

P 1adv_ 3¢ .
at pvdt B ° (2.37)

igualando e rearranjando as equagdes 2.37 e 2.32 obtemos o termo { como descrito abaixo:

_BR—P®)

{ = 3 (2.38)

Substituindo ¢ nas equag¢des modificadas do movimento e volume temos:
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NIGEION

R =
v 31p

(2.39)

B —P®)

Tp

V= (2.40)
No algoritmo do Barostato de Berendsen, considerando o sistema isotropico, o volume da caixa

de simulacdo é escalonado pelo fator m, bem como as coordenadas dos atomos. O fator n ¢

descrito a seguir:

At
n=1-—p(P—P(), (2.41)
P

O sistema tende a ser mais facilmente comprimido quanto maior for o valor de 5. Semelhante ao

termostato de Berendsen, quanto maior for 7, mais fraco serd o acoplamento.

2.6. DINAMICA MOLECULAR NO SISTEMA MEMBRANA DE
LPS RUGOSO DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA-ION

Em 2001°" Lins e Straatsma publicaram o primeiro trabalho onde foi utilizado a dinamica
molecular classica atomistica para simular uma membrana de lipopolissacarideo rugoso de P.
aeruginosa PAOL. A membrana foi construida com base na estrutura quimica do LPS rugoso da
P. aeruginosa PAO1 elucidada experimentalmente por Sadovskaya e autores''!, para a
caracterizagdo utilizaram técnicas de cromatografia, ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectroscopia de massa (EM). Até aquele momento, ndo havia sido publicado parametros em
um campo de forca que descrevesse 0s agucares constituintes do LPS de P. aeruginosa. A
unidade original do LPS possufa carga igual a -13, por isso foram adicionados seis fons Ca®* e
um fon Na* para neutralizar a carga da unidade. Lins e Straatsma otimizaram a geometria desta

unidade e em seguida calcularam as carga parciais dos atomos utilizando uma abordagem de
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guimica quantica. Em seguida, os valores obtidos das cargas atdmicas foram associados a
combinag&o de parametros dos campos de forcas AMBER95'® e GLYCAM 93", Esta primeira
bicamada continha 16 unidades de LPS num arranjo espacial 4x 4 numa monocamada, na outra
40 unidades de fosfatidietanolamina (PE) e 3080 moléculas de &gua. Um modelo de grade
eletrostética foi utilizado na adicdo dos 104 Ca**. O tempo de simulagdo gasto foi de 1 ns. J&
neste primeiro estudo, os autores relataram que a membrana se mostrou pouco flexivel durante a
simulacdo no geral. Ainda verificaram, que os cétions foram importantes na simulagdo para
estabilizar a membrana, ao intergirem especificamente com a regido do inner core da membrana
altamente negativa. Estas observacdes permitiram aos autores sugerir o uso desta membrana para
a finalidade de meio para biorremediacdo na coleta de ions pesados ou radionuclideos.

3

De posse do modelo acima, Shroll e Straatsma'*® realizaram uma nova simulagéo

incluindo no campo de forca as alteracBes sugeridas por Cheatham e autores*

(visando
melhorar a descricdo dos acucares) e enfraqueceram 2 ordens de magnitude o potencial de
restricdo aplicado para manter a cabeca polar do lipideo no plano. A conformacdo inicial da
membrana, desta nova simulacéo, foi a Ultima configuracdo da simulagdo descrita anteriormente.
Depois de 1 ns de simulagdo a membrana se mostrou equilibrada. Os autores observaram a
interacdo diferenciada do Ca®* com os grupos PO, COO e 4gua através do nimero de
coordenacdo e ainda a 4gua penetrou a superficie da membrana em aproximadamente 30 A.

Em 2007 Soares e Straatsma apresentaram os primeiros resultados em conferéncia®® de
uma simulacdo de membrana de LPS contendo uma porina OprF. Esta membrana continha 64
moléculas de LPS e 160 moléculas de PE e foi utilizada na simulacdo o mesmo campo de forca
hibrido do modelo de Lins>’. Os autores relataram que faz diferenca significativa utilizar uma
membrana de LPS ao invés de uma bicamada de lipideo para investigar proteinas de membranas
externas de P. aeruginosa como a OprF. Em 2009 Soares e Straatsma publicaram os resultados
de uma nova simulacdo® caracterizando com maiores detalhes a interagdo da proteina OprF com
a membrana de LPS. Os autores compararam o0s seus resultados com os obtidos na simulacdo da
mesma proteina inserida numa bicamada lipidica realizada por Khalid e autores''®. Uma das
diferencas observadas na caracterizagdo da porina, desta simulacdo com a bicamada assimétrica
contendo LPS, foi que o poro se mostrou mais fechado. Em 2008 Soares e Straatsma®™ ainda
investigaram a convergéncia de propriedades da membrana em funcdo do tempo de 10 ns de

simulagdo. Os autores realizaram duas simula¢Ges do mesmo sistema partindo de configuragdes
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diferentes e observaram que ndo houve convergéncia para um ensemble de configuragdes em
comum. Essa observacao pode estar associada ao fato da baixa difusédo lateral do LPS em relagéo
as membranas de fosfolipidio. Além disso, nessa escala de tempo propriedades como o potencial
eletrostatico através da membrana e densidade molecular tendem a convergir. Observamos que
nestas trés simulacdes o Ca®* continuou sendo o Gnico tipo de cétion utilizado para estabilizar a
membrana de LPS.

Em 2008 foi a primeira vez que outros fons a ndo ser o Ca’* foram levados em
consideracdo neste tipo de sistema. Lins e autores®?. calcularam o perfil de energia livre para a
captacdo dos fons CI', Na*, Ca**, UO,*" e de uma molécula de agua pela membrana de LPS da P.
aeruginosa. O resultado indicou que a captagdo da UO,** é o processo energeticamente mais
favordvel em relacdo aos outros ions investigados. Para realizar este célculo foi necessério
substituir apenas uma molécula de agua pelo ion investigado em cada caixa de simulagdo
permanecendo assim a quantidade de fons de Ca®* inalterada. Neste mesmo ano, Soares e
autores®™ publicaram numa edicdo especial do Journal Brazilian Chemical Society - em
homenagem aos 80 anos do prof. Ricardo de Carvalho Ferreira — os resultados das analises
obtidos de uma simulacdo de 12 ns da membrana de LPS rugoso contendo uma unidade de LPS
liso na presenca de uma solucéo aquosa contendo fons Ca®*. Os autores relataram que a banda B
induziu uma expansdo da membrana ndo observada anteriormente. Esta expansdo tende a afetar
tanto o potencial eletrostatico através da membrana quanto a distribuicdo das cargas na superficie
da membrana.

Em 2012, Pontes e autores™® construiram dois modelos de bicamada constituido de
lipidio A de P. aeruginosa, num modelo o lipideo A é pentacilado e no outro hexaacilado. Estas
membranas foram colocadas sobre a influéncia dos fons Na* e Ca®* na temperatura de 300K. Os
autores também simularam a bicamada de lipidio A hexaacilado sobre a influéncia do fon Ca®,

na temperatura de 328 K. Para tanto utilizaram o campo de forca GROMOS 53A6'"118

para
tratar da parte alquil do lipidio A e o conjunto de parametros do GROMOS 45A4™° para tratar
dos agucares. Os autores relataram que a presenca do Na® foi capaz de induzir a transicéo
estrutural da membrana de lamelar para uma estrutura ndo lamelar. Além disso, o aumento da
temperatura do sistema, sobre a influéncia do fon Ca®* , n&o foi capaz de promover a transicéo

estrutural da bicamada.
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O campo de forca GLYCAMO06® publicado em 2007 foi desenvolvido para ser um
campo de forca generalizado para moléculas como acucares do LPS. Entretanto a P. aeruginosa
possui agucares modificados em seu inner core diferenciados que ndo eram bem descritos por
esse campo de forca. Dai em 2012, foram publicados novos pardmetros®® por Soares e autores
compativel com o campo de forca GLYCAMO6 tratando de agucares que nao eram descritos. Os
parametros foram entdo validados considerando o LPS rugoso de P. aeruginosa. A validacdo dos
parametros se deu pela capacidade do modelo reproduzir o comportamento e propriedades da
membrana obtidas experimentalmente como: a penetracdo da agua na regido alquil; o potencial
elétrico na membrana; a area por LPS; e os parametros de ordem das cadeias lipidicas.

O modelo tridimensional da membrana de LPS rugoso de P. aeruginosa de Soares e co-
autores possui uma monocamada contendo72 unidades de LPS, 34488 4tomos e a outra com
180 moléculas de 1,2-dipalmitoil-3-fosfatidil-etanolamina (DPPE), 12600 &tomos. Neste modelo,
0s autores também consideraram a estrutura quimica do monémero extraido da cepa de P.

L1230 construir a unidade de LPS da

aerugisona PAOL, elucidado por Sadovskaya e autores
monocamada. No primeiro modelo de membrana de LPS publicado, os autores®’ consideraram a
membrana estando em um meio basico, assim o estado de protonagdo da unidade do LPS era
igual -13 e. Ja neste Gltimo modelo, Soares e autores® ao construir a unidade do LPS
consideraram o pH do meio neutro (que é o pH bioldgico), logo a valéncia do fosfato ficou igual
a -1 e. Cada unidade de LPS possui 5 grupos fosfato e 3 carboxilas conferindo assim a bicamada
uma carga total de — 576 e. Logo, foi necessario adicionarem 288 Ca?* para neutralizar a carga
total do sistema. Devido a distribuicdo especifica das cargas neste sistema, foi desenvolvido um
protocolo ndo convencional de varios passos para a construcdo desta membrana®®. A
compactacdao da membrana foi realizada com o objetivo de atingir o valor de area por LPS inicial

proximos & medida experimental®’

. A termalizagédo do solvente foi realizada a partir do 0 K com
um incremento de 100K a cada 100ps. Quando em 500 ns de simulacdo a membrana foi aquecida
a 350 K completando um tempo de 1us. Ao final os autores verificaram que a membrana foi
conservada no estado lamelar. Na Figura 12 apresentamos um esquema com 0 esqueleto da
unidade de LPS e as suas subunidades representados por suas respectivas formulas estruturais .
As siglas apresentadas na Figural2 s&o as mesmas presentes no artigo®® e na legenda estdo os

nomes das estruturas quimicas que cada sigla representa.
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Figura 12 - Representacdo esquematica das moléculas constituintes de uma unidade de lipopolissacarideo de
Pseudomonas aeruginosa da cepa PAO1L. As siglas acima foram usadas para identificar os residuos do LPS na extensdo
do campo de forca Glycam06 parametrizada para membrana de lipopolissacarideo®. A seguir apresentamos a
nomenclatura formal denotada nas siglas: LP1, &cido dodecanoil (12:0) ; LP2, acido 3-hidroxidecanoil (10:0); PO4,
fosfato; XYA, 3-(acetil amino)-3-deoxy-D-glicose; 3H1, L-glicero-d-mano-heptose -7-formamida; SYB, varante da 3-
(acetil amino)-3-deoxy-D-glicose; PH2, 2-(2-hidroxietil)-6-deoxi-D-mano-heptose; WLL, 2-(2-L-alanil)-2-deoxi-D-
galactosamina; OKO, acido 3-deoxi-D-mano-oct-2-ulosénico; LKO, variante do &cido 3-deoxi-D-mano-oct-2-ulosonico;
6GA, 6-a-D-glucose; 6GB, 6-p-D-glucose; 0GA, O-a-D-glucose ; 0GB, O-p-D-glucose; 2HA, 2-a-L-ramnose.

N&ao encontramos na literatura relatos sobre o estudo de membranas de LPS rugoso de

P. aeruginosa na presenca dos fons K*, Na*, Mg®*, Zn** e Ba**. A razdo pela qual escolhemos
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esses ions foi apresentada em maior detalhe na secdo 2.2. Neste trabalho optamos utilizar os
parametros do campo de forca publicado por Soares e autores®®, pois foi desenvolvido
considerando o LPS de P.aeruginosa. Os céations sdo tratados como esferas de van der Waals
com cargas fixas. Utilizamos o potencial de Lennard Jones 6-12 para modelar as esferas com os

parametros de van der Waals do AMBER99'??, uma vez que sdo compativeis com 0 GLYCAM.

Tabela 2 -Valores dos raios de van der Waals, o, ¢ profundidade do pogo &, do potencial de Lennard-
Jones 6-12 para o campo de forca AMBER/GLYCAM

Mg”* zZn** ca™ Na' K* Ba**
c (nm) 0.141225 0.195998 0.305240 0.332840 0.473602 0.378472
€ (KJ/mol) 3.743420 0.052300 1.923760 0.011590 0.001372  0.197050

A mudanca dos pardmetros de LJ ou das cargas das particulas interagentes tendem a
afetar significativamente o perfil do potencial total ndo ligado. Um exemplo de interacdo é a
coordenacdo dos cations com o O de H,0. Para obter o perfil total ndo ligado desta coordenacéo,
primeiro definimos i como sendo o cation e j 0 &tomo de O do modelo de H,O do tipo TIP3P,
este possui respectivamente os valores de o e € iguais a 0.315058 nm e 0.636386 KJ/mol e a carga
de -0.834. Os parametros oj; € gjj,calculados a partir da Equagéo 2.07, séo dados logo abaixo.

Tabela 3 - Valores dos raios de van der Waals, oj;, € profundidade do pogo &, do potencial de Lennard-Jones 6-12
para o campo de forca AMBER/GLYCAM, considerando i como sendo o cation e j o a&omo de O de H,O do
modelo TIP3P.

M92+ Zn2+ Ca2+ Na+ K+ Ba2+
cjj (nm) 0.228141 0.255528 0.310149 0.323949 0.394330 0.346765
&ij (KJ/mol) 1.543458 0.182436 1.106460 0.085882 0.029549 0.354119

A (nm™ KJ/mol) 1.22745x107  5.65499x10® 3.50622x10° 4.58861x107 1.67076x10° 4.28185x10°
B (nm° KJ/mol)  8.70522x10™* 2.03143x10™* 39.3929x10* 3.97028 x10* 4.44382x10* 24.6275x10™

Depois de obtidos os pardmetros calculamos, no intervalo de 0 a 0.5 nm de distancia entre i e j, 0
potencial de Lennard- Jones, Coulomb e o total ndo ligado. Apresentamos os graficos destes potenciais na

Figura 13, considerando por vez a intera¢do do atomo de O de H,O com cada um dos 6 cations.
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Figura 13 — Gréficos do potencial de Lennard Jones- 6-12, Coulomb e potencial total ndo ligado das
interacdes dos cations K*, Na*, Ca®*, Mg**, Zn*, Ba®* com 0 O de H,0 do modelo TIP3P utilizando os
pardmetros ¢ e € do campo de forca AMBER99.

O potencial couldmbico tem os valores das cargas como pardmetros no numerador da equacao,
por isso o valor absoluto do potencial cresce com o aumento da carga. O valor negativo indica que 0s
sinais das cargas sdo diferentes, o que resulta num potencial atrativo, pois tende a ser mais negativo

quando o raio diminui. Por essa razdo é que o potencial coulombico do cation monovalente cresce mais
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rapido em funcéo do aumento da distancia de interagdo quando comparado ao cation divalente. O padrdo
entre 0s potenciais de Lennard Jones sdo semelhantes, uma vez que partem da mesma equacdo. No
instante igual a zero ndo observamos nenhum valor pois representa exatamente o centro da esfera.
Somente a partir de um instante de crescimento do raio é que percebemos o grafico explodir na assintota
vertical indicando a alta energia necessaria para penetrar na esfera. O raio de van der Waals é obtido no
instante quando o valor da energia se iguala a zero. O minimo em cada poco indica a distancia de
interacdo de menor energia. A regido negativa do gréafico representa o dominio da segunda parcela do
potencial. Quando o raio de interacdo aumenta, o potencial rapidamente tende a zero, isso porque 0
potencial é diretamente proporcional a 1/r'?, por isso esse potencial é tido como de curto alcance. A
contribuicdo do potencial de Lennard-Jones mais o de Coulomb determina o potencial total ndo ligado de
interacdo. Observamos os pocos mais profundos nos gréaficos dos potenciais totais do Mg®* e Zn?*, ainda,
a contribuicdo eletrostatica se torna dominante a partir do raio aproximado de 0.15 nm, enquanto o Ba** e
0 Ca®* na distancia de 0.25 nm. No caso do K* e Na* a contribuicio coulémbica passa a ser dominante
respectivamente nos raios aproximados de 0.25 nm e 0.21nm e ainda, o pogo do K* é mais raso quando

comparado ao Na".
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3.METODOLOGIA

Optamos por utilizar uma abordagem classica atomistica para investigar a influéncia dos
cations na membrana de LPS rugoso de P. aeruginosa. O modelo tridimensional da membrana

utilizado foi o de Soares e autores™ e esté representado na figura abaixo.

DPPE

Figura 14 - Representacdo esquematica da bicamada constituida de LPS e DPPE em meio aquoso na
presenca de cations.

A parte inferior da Figura 14 representa a camada de DPPE, logo acima da mesma figura
esta a camada de LPS, a regido aonde as esferas em ciano sdo dominantes indicam a regido
apolar da membrana. A regido superior do LPS determina o core, nela identificamos moléculas

de agua no modelo de bastdo e cations interagindo com os grupos COO™ e POy
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O campo de forca utilizado para tratar do LPS é descrito na ref.>® e faz uso de parametros
de Lennard-Jones extraidos do campo forca AMBER99'?>. O modelo de agua descrito nos

sistemas foi 0 TIP3P'®® O protocolo de simulago foi 0 mesmo para todos 0s sistemas.

3.1. PROTOCOLO DA SIMULACAO MOLECULAR

As cinco configuracdes iniciais das caixas de simulagdo foram preparadas substituimos o
Ca®* do modelo de membrana de LPS previamente equilibrado por 0.6 ps. Nas caixas com K*, ou
Na’ ainda trocamos 288 moléculas de agua pelos respectivos cétions, considerando o potencial
eletrostatico mais favoravel, deste modo, mantivemos a carga neutra nos sistemas. No instante
inicial da simulacdo cada caixa continha apenas um tipo dos seguintes cétions: Na*, K*, Ca?",
Ba?*, Mg®* e Zn**. A sequir, apresentamos a Tabela 4 com o niimero dos cations e das moléculas
de LPS, DPPE, H,0 constituintes dos sistemas.

Tabela 4 -NUmero de moléculas ou cations e &tomos presentes nas caixas de simulacdo contendo
LPS, DPPE e 4gua na presenca dos cétions monovalentes (M*) ou divalentes (M%").

LPS/Atomos DPPE/Atomos  Céations/Atomos Agua/Atomos  Total de atomos
M* 72/34488 180/12600 576 15720/47160 94824
M** 72/34488 180/12600 288 16008/48024 95400

A caixa utilizada para a dindmica é retangular com dimensdes iniciais 11.3 x 8.14 x 10.01
nm. Condicdo periddica de contorno foi aplicada nas trés direcfes e o ensemble do sistema é do
tipo NTP — numero de particulas (N), temperatura (T) e pressdo constantes (P). O acoplamento
da pressdo escolhido foi do tipo semi-isotropico com um tempo de acoplamento de 0.4 ps,
pressdo de 1 bar nos eixos x e y controlada por um barostato de Berendsen'® e
compressibilidade de 4.5 x 10 bar™. Para o controle da temperatura de 300K se usou um
termostato Berendsen?® acoplado individualmente a membrana, 4gua e aos fons com um tempo

124

de relaxacéo de 0.4 ps utilizando o algoritmo velocity rescale™". O centro de massa de translagédo

do sistema foi removido com uma frequéncia de 1 passo. Com o proposito de agilizar o tempo de
calculo aplicamos algoritmo de constraints nas ligacfes envolvendo 4tomos de hidrogénio a

125

partir do algoritmo linear constraint solver~=>.0 integrador escolhido para as equagdes de

movimento de Newton foi o leap-frog*'® com um passo de 2 fs. A interacdo de longo alcance foi
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tratada com campo de reacdo, utilizando a constante dielétrica (e,) com valor de 66. Os valores
do raio de corte (cut-off) de van de Waals e de Coulomb foram iguais a 1.4 nm.
Tanto as simulagBes quanto as andlises descritas nas proximas se¢fes foram realizadas

com o0 pacote GROMACS na versio 4.0.4'%

, J& para as visualizac¢Oes dos sistemas utilizamos o
programa Visual Molecular Dynamics, VMD'®. O tempo total simulado foi de 210 ns. Os
altimos 70 ns foram utilizados para as andlises; considerando-se assim os 140 ns iniciais como
periodo de equilibracdo, a menos que explicitado.

Realizar todas estas simula¢gdes em um computador convencional de mesa seria inviavel
pois poderia gastar anos, por isso foi aprovado um projeto junto ao Environmental Molecular
Sciences Laboratory, EMSL para que pudéssemos ter acesso ao uso do supercomputador
Chinook. Foi a oportunidade de uso da Chinook que nos permitiu simular a membrana de LPS
sobre a influéncia dos céations em tempo habil. Em nossas simulagdes escolhemos utilizar o
GROMACS com 30 nds da Chinook, o que equivale a 240 ndlcleos de processamento. O uso
desta quantidade de nos equivaleu a obtencdo média de 0,39 ns de simulacdo por hora. O tempo
total de simulagdo em todos sistemas foi de 1.260 ns. Isso equivale a um tempo continuo de
calculo de aproximadamente 3230,7 horas, ou 134 dias. A Chinook estd na lista dos 500

supercomputadores mais rapidos do mundo e possui a seguinte configuracao:

v 2310 placas médes HP™ dual-socket, cada nd com 2 processadores quad-core AMD™,

32 GB de memoria por né e cada ndcleo de processamento tem 4 GB disponivel,

v' 74 TB de memdria, 350 GB para o disco de trabalho local por n6 e 250 TB para o sistema
de fila paralelo com um pico de performance de 163 TeraFLOPSs;

v Rede para célculos paralelos InfiniBand interconectados com switches Voltaire e placas
de interface de redes Mellanox;

v" A Chinook funciona com uma versdo modificada do sistema Linux Red Hat;

v" O gerenciamento dos calculos nas filas é feito pelo programa SLURM.
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3.2 ANALISE DE DADOS

A termodindmica estatistica fornece uma conexao entre propriedades macroscopicas e a
descricdo microscopica de um sistema em equilibrio. A simulagdo de dindmica molecular
escreve a cada passo 3 coordenadas cartesianas e 3 momentos para cada particula do sistema
definindo um estado microscépico. O conjunto dos sistemas idénticos em composicdo e em
condi¢bes macroscépicas, mas em diferentes estados microscopicos ou pontos representativos
define um ensemble. Quando o numero de particulas (N), pressdo (P) e temperatura (T) no
sistema sdo constantes temos um ensemble conhecido como isotérmico-isobarico, caso N, T e 0
volume (V) sejam constantes o tipo de ensemble é o canénico. A escolha do célculo de uma
propriedade termodinamica define também o tipo de ensemble. Uma propriedade termodindmica
observavel é uma média no ensemble de estados microscopicos de um sistema. Utilizamos
alguns programas de analise de trajetéria do pacote GROMACS, com base na termodinamica
estatistica, para transformar os dados em informacdo. A seguir apresentamos 0S programas
utilizados e explicamos um pouco sobre os conceitos e quais informacgdes Uteis estes podem

oferecer.

3.2.1. PERFIL DE DENSIDADE

O g_density é o programa do GROMACS que calcula a densidade parcial através da
caixa de qualquer um dos seus constituintes, por exemplo &gua, céations ou ainda um &tomo de
uma determinada molécula. Os perfis das densidades parciais apresentados neste trabalho foram
determinados em termo da massa (Kg/m®) em funcéo ao eixo Z da caixa. Este eixo é paralelo as
cadeias alquil da bicamada assimétrica DPPE-LPS como indicado na Figura 14. Com esta anélise
¢ possivel comparar o efeito dos ions na membrana de LPS pela diferenca da intensidade da
curva de densidade de um mesmo grupo nos diferentes sistemas. Quanto maior for o pico maior
também é a densidade local daquele grupo na caixa. O alargamento da curva pode estar

associada ao aumento da desordem do grupo analisado em fungdo do tempo. Assim, a membrana
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com as curvas do perfil de densidade mais alargadas tendem a possuir também um maior

volume.

3.2.2. DISTRIBUICAO RADIAL DE PARES

O g_rdf é o programa que calcula a funcdo da distribuicdo radial dos pares. E uma
ferramenta que pode ajudar a compreender como se da a distribuicdo e a interacdo entre duas
particulas genéricas do tipo i e j. A funcdo de distribuicdo radial, g;;(r) determina a densidade
relativa das particulas do tipo j (considerando a sua densidade padrdo) em funcdo do raio de

distancia de particulas do tipo i . Esta funcéo é definida na equacéo a seguir:

N;;(r,r + 4r)

3.01
4mtr? Arp (3.0

9ij(r) =

aonde o termo r € a variavel e representa a separagdo entre os atomos do tipo i e j, ja N;;(r, 7 +
Ar) diz respeito ao numero médio de atomos j encontrados na camada esférica de extensdor e r
+ Ar centrada nos atomos de referéncia i tendo como elemento de volume da camada esférica
4mr®Ar, restando p; como a densidade numérica média do atomo j no liquido. O conceito desta

equacdo esta representado na Figura 15.
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Figura 15 — Representacdo bidimensional da interacdo da particula de referéncia i, na cor azul centrada na
figura com seu ambiente.As particulas do tipo j estdo representado na cor rosa. O termo r representa o raio
com origem na particula i e Ar é o acréscimo radial.

O valor de g;j(r) € adimensional, uma vez que é a razdo de densidades. No grafico de
gij(r), o pico do grafico representa quantas vezes a densidade media relativa € maior ou menor do
que a densidade padréo naquele raio de distancia da particula de referéncia. Assim o gjj(r) tende a
1 a medida que o raio tende ao infinito. Uma vez conhecido o gi(r) é possivel quantificar o
nimero de entidades j ao redor da particula de referéncia i calculando o nimero de primeiros

vizinhos, C;;, utilizando a proxima equagao:

R¢
Cij(Re) =f p;gij(r)4mrdr, (3.02)
0

uma vez definido o raio de corte, R, integra-se a equagdo partindo do centro de referéncia da
particula i de coordenada 0 até o R.. E possivel obter o nimero de coordenagdo a partir do
numero de primeiros vizinhos. Neste estudo, calculamos o nimero de coordenagéo utilizando o
R. equivalente ao r do primeiro poco do g(r). E importante ressaltar que os nimeros calculados

aqui equivalem a uma média em funcéo do tempo.
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3.2.3. PARAMETRO DE ORDEM (Scp)

O g_order € um programa do GROMACS que calcula o parametro de ordem por atomo
de carbono das cadeias alquil. O pardmetro de ordem é uma medida que estd diretamente
relacionado ndo apenas a flexibilidade da cadeia lipidica, mas também a sua dire¢do na cadeia
lipidica. O seu valor é influenciado pela variacdo da temperatura. A seguir apresentamos equacao

que define o parametro de ordem: .

3 1
Scp = (E cos46, — E) , (3.03)

a barra em cima do lado direito da equacdo significa que o parametro de ordem, Scp € um valor
médio dos valores obtidos durante a simulacdo. O 6, é o angulo entre o eixo Z da caixa de
simulagéo e o eixo atbmico Z - representamos 6, na Figura 16. A regra de defini¢cdo do eixo no
sistema cartesiano atomico s6 é permitido para carbono n*®*  C, do tipo CH,, onde n
identifica a sua posic¢do na cadeia lipidica. A definicdo do sistema cartesiano atdbmico é dado da
seguinte maneira:O eixo Z é definido pelo vetor que parte do carbono C,.; para o carbono Chp.;.
O eixo Y € dado no plano formado por C;.1, C, e Cy+1 na direcdo do C, e é perpendicular ao eixo
Z. Por fim X é definido perpendicular na interseccdo dos dois eixos. A regra da mao direita é

utilizada para definir o sentido univoco do sistema
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O
4

. & Eixo Z Normal a Membrana

Eixo Z no Sistema
Cartesiano Molecular

Figura 16 — Esquema representando o angulo 6, formado entre o eixo Z do sistema da bicamada € o eixo Z
do sistema cartesiano definido no 4&tomo de carbono do tipo CH,.

A equacdo cos’(®,) é uma funcdo periédica com o conjunto imagem variando no
intervalo de zero a um. Quando consideramos 6z igual a 0 ou 180, que é a situacdo aonde o
sistema estdo paralelos, obtemos o maximo da funcdo cosseinodal e também o Scp igual a um.
Quando o eixo atdmico estd totalmente perpendicular ao eixo Z da caixa (90° ) a funcéo
cosseinodal da zero e 0 Scp resultante é igual a -0.5. O valor de Scp igual a zero pode indicar
tanto uma orientagcdo isotrépica (desordenada), ou ainda experimentalmente um sistema
perfeitamente ordenado no angulo aproximado de 54.7° em relagdo ao campo magnético do

aparelho de RMN (ressonancia magnética nuclear), Bydder e autores*?® detalham esse assunto.
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3.2.4. AREA POR LIPOPOLISSACARIDEO

A area média por LPS (A.) na membrana é calculada em funcdo do tempo. Quando A,
comeca a variar pouco em torno de um valor € um indicativo de que o sistema esta equilibrado.
Além disso, A, € uma medida importante para verificar transi¢cdes estruturais e 0 empacotamento
da membrana. O célculo da A, em nosso estudo considera o plano XY da caixa de simulagdo. A
Figura 17 representa esse plano e o retangulo preto limita a &4rea de um lipopolissacarideo na cor
laranja. A equacdo que calcula a area média destes lipopolissacarideos € dada a seguir:

L, XL
=2y v Yy (3.04)
sendo Ly e Ly respectivamente a medida do comprimento da membrana no sentido do eixo X e

Y da caixa de simulacéo e N é o nimero total de LPS, nesse caso sdo 72.

Figura 17 — Representacdo das dimensBes do plano X e Y da monocamada de LPS e o

retdngulo preto restringe a unidade de LPS em laranja.
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Um padrédo adotado nesta se¢do com o intuito de estabelecer um sistema referencial univoco
para 0s grupos anionicos foi: i) definir o grupo de COO™ por seu 4tomo de C; ii) e definir o
grupo PO,™ tanto do LPS quanto do DPPE por seus atomos de P. Logo, as discussdes a seguir
consideram estas definigdes.

4.1. PERFIL DE DENSIDADE

Calculamos para cada caixa de simulacdo o perfil de densidade parcial da &gua, cations,
CO0™, PO, e cadeias alquil tanto do LPS quanto do DPPE. Os gréficos do perfil de densidade
parcial de cada um destes grupos sdo apresentados na Figura 18. Estes graficos mostram que as
areas das curvas dos cations ndo sdo iguais, isso porque a quantidade de cétions pode variar e as
massas dos atomos séo diferentes. A seguir dispomos os cétions segundo a sua contribui¢do no
aumento desta area: Mg, Ca®*, Na', Zn?*, K* e Ba®". A érea da curva da &gua varia de um
sistema para outro apenas quando a carga do ion presente no sistema varia. Esta diferenca deve-
se a substituicdo de moléculas de agua por céations, realizada no preparo da caixa de simulacao
contendo cations monovalentes. Todas as demais &reas permaneceram constantes, ja que nao
houve mais nenhuma alteracdo na quantidade dos demais constituintes dos sistemas.

O perfil de densidade dos grupos COO™ e PO, representa a regido do inner core da
membrana, indicado no intervalo aproximado de 4 a 7 nm nos graficos, exceto para o grafico da
caixa contendo o ion K*. A separagdo dos picos dos grupos PO, e COO™ é devido a distribuicio
diferenciada destes grupos na unidade de LPS que contém 5 grupos PO, e 3 COQO'". Por exemplo,
0 segundo pico do grupo PO, (da esquerda para a direita) na regido do inner core é maior do que
0 primeiro por apresentar uma unidade adicional de PO4". O grupo PO4 no intervalo de 1 a 3 nm
indica a cabeca polar do DPPE. As nossas simulagdes mostram que membranas de LPS s&o mais
hidratadas que membranas fosfolipidicas como indicado pela penetracdo de moléculas de agua

até a regido terminal das cadeias alquil.
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Figura 18 — Gréficos do perfil de densidade em termos da massa e em funcdo do eixo Z da caixa de
simulacgdo considerando os Ultimos70 ns da dindmica. O grafico que representa bicamada em presenca de
K™ apresentou um comportamento diferenciado dos demais indicando mudanca estrutural.

O perfil de densidade para os diferentes sistemas mostram uma maior densidade de

moléculas de adgua na superficie da membrana com um decréscimo gradual ao longo do eixo Z
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em direcdo ao centro da bicamada (indicada pelas curvas das cadeias alquil). Este perfil € distinto
apenas para o sistema contendo o ion K*. Assim, o perfil de densidade da &gua mostra que
independentemente do tipo de ion, a &gua penetra profundamente a regido apolar da bicamada.
Esta penetracdo da agua na regido alquil foi experimentalmente observada por Ktsaras e co-
autores™® e experimentalmente reproduzida em simulagéo de dinamica molecular por Soares e
autores™. Ktsaras e autores relataram ainda a partir de dados obtidos por difracdo de raio-x que, a
4gua penetrou menos na bicamada de LPS de P. aeruginosa contendo fons Ca’* do que noutra
contendo os fons Mg?'e Na. O perfil de densidade da agua que obtivemos para estes fons
indicaram esta mesma observacao.

Observamos ainda na Figura 18 que o padrdo da distribuicdo da &gua na regido do
inner core variou de acordo com o tipo de cation. Os sistemas contendo Mg** e Zn**
apresentaram um perfil de densidade semelhante, entretanto estes dois cations possuem raios de
van der Waals semelhantes e cargas iguais. Ja os sistemas contendo os demais pares de cations
de raios semelhantes e cargas diferentes apresentaram padrdes da distribuicdo de agua diferentes.
Esta observacdo indicou uma prevaléncia do efeito da carga em relacéo ao raio de van der Waals
na distribuicdo da &gua no inner core.

O sistema contendo o ion K* foi o Ginico em que a agua exibe uma grande densidade
ao longo de todo eixo Z. Além disso, o seu perfil de densidade se mostrou distinto dos demais
indicando uma mudanca estrutural da membrana. O perfil padrdo observado nas demais caixas
apresentam os grupos COO" e PO, posicionados na margem direita do grupamento alquil, com
0s ions majoritariamente localizados préximos a estes grupos, na margem esquerda das curvas da
cadeia alquil estdo as curvas da cabeca polar do DPPE. Este padrdo indica uma estrutura lamelar.
Apresentamos na Figura 19 a representacdo da configuracdo final de cada um destes sistemas
equivalentes ao tempo de 210 ns de simulagéo.
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Continua na préxima pagina
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Figura 19 — Representacdo esquematica das configuracbes nas bicamadas
alcancadas ao final de 210 ns de simulacdo. Cada bicamada sofre a influéncia de
apenas um tipo de ion. A seguir dispomos, a referéncia da caixa na figura mais o
tipo de fon presente : (a), K*;(b), Na*;(c), Ca®*;(d), Mg**;(e), Zn*":(f), Ba*".
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O formato diferenciado da distribuicdo das curvas no grafico que representa a caixa
contendo o ion K* da Figura 18 aponta para a formac&o de um estado de agregacéo n&o lamelar.
O alargamento da curva da cadeia alquil no gréafico indica que a membrana esta se dobrando no
sentido perpendicular ao eixo Z. O deslocamento da curva do PO, do DPPE para dentro da
regido das cadeias alquil, indica que a camada de DPPE esta acompanhando o deslocamento da
camada de LPS, atuando assim como uma camada interna curvada. A persisténcia significativa
dos picos dos grupos PO, e COO™ no lado direito da regido alquil indicam a manutengéo do
inner core da membrana. A curva do K* espalhada por toda a caixa junto com a curva dos grupos
PO, e COQ/, indica que algumas unidades de LPS podem ter se espalhado na caixa durante a
formagdo do novo estado de agregacdo e o K deve estar se associando a estas unidades. Esta
descricdo é confirmada na Figura 19 (a). A analise do gréafico que representa a caixa contendo o
fon K* da Figura 18, indica que n&o apenas a carga tende a influenciar na transicdo estrutural de
uma membrana, mas também o raio de van der Waals, uma vez que o Na* tendo a mesma carga
do K" n3o foi capaz de alterar o estado lamelar da membrana.

A comparagdo entre os ions monovalentes e divalentes mostra que 0s primeiros
tendem a interagir ndo especificamente com as unidades de LPS resultando em um sistema mais
fluido ou menos ordenado. Esse comportamento foi observado nos graficos da Figura 18 que
apontaram a presenca de ions monovalentes pela tendéncia da distribuicdo homogénea dos ions
mostrado na regido do inner core. Ainda assim, o perfil de densidade da caixa contendo Na*
indicou que a membrana simulada se manteve estavel no estado de agregacdo lamelar. No geral,
o perfil dos ions divalentes apresentam dois picos bem definidos indicando a coordenacdo
especifica a sitios negativos dos LPS vizinhos. Em termos do grupo fosfato os sistemas contendo
os fons Mg?* e Zn®* apresentam os picos mais separados e s&o semelhantes ao do fon Ca®*. A
intensidade bem definida destes picos reflete uma coordenagdo mais perene tanto dos grupos
fosfato e carboxila com estes ions.

Segundo Naumann e autores® a determinacdo da temperatura de transicdo de fase, em
teoria deve estar correlacionada aos seguintes fatores : i) 0 nimero e tamanho das cadeias alquil
ligadas no mesmo grupo polar; ii) a densidade de carga localizada na cabeca polar; iii) ligacdo
dos cétions divalentes na membrana; iv) e por fim parametros geométricos como &rea da cabeca
polar e a regido alquil. Além destes, outro fator importante é a carga do cation, hidratacdo do ion

e a priori o raio iénico. Garidel e autores'® mediram a diferenca entre a capacidade calorifica de
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uma membrana de LPS Re de Salmonella minnesota cepa R595 contendo fons Mg?®*, Ca** e
Ba®*. Os autores reportaram que cations divalentes induzem mudancas significativas nas
propriedades fisico-quimicas destas membranas como por exemplo mobilidade de cadeias alquil

e supra-estrutura da bicamada comparativamente com céations monovalentes.

4.2. DISTRIBUICAO RADIAL

O modo de interacdo dos ions, moléculas de &gua com a membrana de LPS pode afetar as
suas propriedades e inclusive contribuir para a estabilidade da membrana. A analise de
distribuicdo radial contribui para o entendimento dos dados apresentados na anélise do perfil de
densidade. Pois relaciona ndo apenas o numero de vizinhos mas a distancias de interacao dos
grupos em contato observados no grafico do perfil de densidade.

Em geral, os maiores valores de g(r) foram obtidos para a interacdo dos grupos COO" e
PO4 com os fons Mg?* e Zn®*, sequidos pelos pares Ca** e Ba®"* e Na* e K", respectivamente
(Figura 20). Esta diferenca pode estar correlacionada com a carga e o raio dos ion, pois embora
0s fons Ca®* e Ba®" sejam divalentes, ndo apresentaram qualitativamente a mesma intensidade
que 0 Mg** e Zn**. Além disso, a interacdo entre pares de cargas opostas tende a aumentar com o
aumento da carga e a diminuicdo do raio do cation, uma vez que o potencial de interacdo é
inversamente proporcional a distancia. Como regra geral o aumento do potencial de interacdo é
diretamente proporcional & intensidade do g(r). Somente a membrana de LPS contendo K" n3o
manteve o estado de agregacdo lamelar, indicando que a estabilidade do sistema é um efeito

possivelmente correlacionado a propriedades como carga e raio atbmico.
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Figura 20 — Gréficos da fungdo distribuicdo radial de pares. A coluna de gréaficos a esquerda representa
melhor as intensidades das funcdes das distribuicdes radiais para os diferentes pares. Ja a coluna da direita
apresenta os graficos numa mesma escala.

A primeira analise da Figura 20 diz respeito a interagdo do COO™ com os cations. As
curvas do Zn** e Mg* néo se sobrepdem, indicando dois tipos de interacdo bem distintas,

Agrinaldo Jacinto do Nascimento Junior 80



4.RESULTADOS E DISCUSSAO

enquanto os outros ions sofrem sobreposicao. A funcdo de distribuicdo radial trata de trés grupos
carboxilas diferentes da unidade de LPS, onde cada carboxila ndo possui necessariamente o
mesmo ambiente quimico local e a distribui¢do calculada é uma média em funcdo do tempo.
Assim, interpretamos o primeiro pico das curvas do Mg®* e Zn** como sendo uma densidade
relativa preferencial para algumas poucas carboxilas enquanto que a maioria tende a segunda
distancia. A intensidade das curvas do Ca®* e Ba** equivalem a aproximadamente 40% da
intensidade da curva do fon Zn** e indicam um g(r) semelhante nos dois picos. Os pequenos
valores atribuidos as intensidades do g(r) da interagdo COO™ com os fons Na* e K* indicam a
maior dispersao dos ions monovalentes no LPS quando comparado aos ions divalentes.

O gréfico do perfil de densidade (Figura 18) mostrou um maior nimero de moléculas de
agua na regido das carboxilas proximas a superficie do LPS, em concordancia com os resultados
apresentados na Figura 20. Desta forma as duas carboxilas mais internas ao longo da estrutura do
LPS sdo provavelmente as principais responsaveis pelas intensidades do g(r) para os ions
divalentes.

O segundo gréafico de cima para baixo da Figura 20 apresenta o g(r) para a interacdo do
PO, com os ions de cada sistema. Diferente dos demais ions, 0 Na* apresentou uma maior
quantidade de ions no core e o menor valor de g(r). A curva mais alargada indica uma interacdo
mais fraca quando comparada aos ions menores, resultando em uma maior desordem estrutural
da matriz lipidica, em concordancia com a literatura®.

O numero de moléculas de agua coordenando os diferentes cations imersos na membrana
de LPS diferem como mostrado pelo g(r) para os pares ion-agua (Figura 20). Este
comportamento é esperado, pois no primeiro e segundo graficos de cima para baixo da Figura 20
o sistema contendo o ion K* ndo apresentou valores significativos de g(r) quando comparados
aos demais ions, indicando um baixo nimero de coordenagdo com os grupos PO, e COO". Desta
maneira, conclui-se que a maioria dos ions K" estfo solvatados. Qualitativamente ¢é esperado que
fons carboxilicos tendam a se ligar mais fortemente a ions divalentes; de fato a maioria dos sais
de carboxilatos com ions divalentes sdo insollveis a temperatura ambiente, enquanto que os sais
de carboxilatos com ions monovalentes tendem a ser sollveis. Logo, a coordenacao transiente da
agua com os grupos COO™ e PO, devem ser maiores para o sistema do jon K*, resultando assim
num maior valor de intensidade do g(r) para os pares formados pelos grupos COO" e PO, com a

agua. Os dois ultimos graficos da Figura 18 mostram justamente esta relacao.
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As curvas dos ultimos graficos da Figura 20 para cada caso tém a mesma origem, pois 0
raio da agua é o mesmo. Estes graficos ddo uma ideia da hidratacdo da regido do core do LPS. O
numero de moléculas de &gua interagindo com os grupos COO™ e PO, nos sistemas contendo 0s
fons Na* e Ba*" tenderam a ser maior que nos demais sistemas, mas o0 estado de agregagdo
lamelar destas duas bicamadas foi conservado. Observamos que a partir de um raio de 0,6 nm o
g(r) assume valores maiores que 1 para o K*. Estes resultados s&o consistentes tanto com o perfil
de densidade (Figura 18) como com medidas experimentais descritas na literatura'®®. E
interessante notar que no intervalo 0.3 a 0.4 nm existem pequenos picos de intensidade menor do
que 1 possivelmente indicativo de uma segunda esfera de coordenacdo da agua ao redor de
grupos COO™ e PO,4". Os numeros de coordenacdo estimados a partir das funcbes de distribuicdo

radial para os diferentes sistemas sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 — NUmero de coordenacéo de pares atbmicos entre: H,O, PO, e COO', e 0s respectivos ions:
Na', Mg”*, K*, Ca*", Zn*" e Ba®".

Na* Mg~ K* Ca™" zZn“* Ba™
H,0 3,70 3,23 5,80 4,40 3,46 5,20
PO4 0,73 1,44 0,26 1,65 1,37 1,49
CcCoo 0,54 0,56 1,89 0,72 0,54 0,70
COO/H,0 6,81 5,09 5,43 5,52 5,32 6,23
PO, /H,O 7,82 6,89 7,42 7,19 6,70 8,00

De acordo com a literatura experimental, o Na* interage de forma inespecifica com
moléculas de LPS, enguanto que o ion calcio liga-se de modo especifico e simultaneo a duas
moléculas de LPS vizinhas. A titulo de exemplo, apresentamos na Figura 21 duas ilustracdes de
poliedros de coordenacio formados dentro de um raio de 0,24 nm dos fons Na* e Mg?*, ap6s 210
ns de simulacdo. Embora estas ilustracdes representem uma conformacdo em um ensemble
estrutural uma vez que sistemas bioldgicos em fases condensadas sdo dinamicos, é possivel
compara-los as medidas experimentais complementares e realizar inferéncias qualitativas sobre o

arranjo de interacdes essenciais a estabilidade estrutural da bicamada lipidica.
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Figura 21 — Representacdo esquemética de poliedros de coordenagdo com os fons Na* (A) e Zn** (B). O
Na' néo interage t4o especificamente com o LPS quanto o Zn**.

Na imagem representando a interagdo do LPS com o ion Na* observa-se dois atomos de
O dos grupos COO" de LPS vizinhos interagindo com dois cations e um destes interagindo com
dos atomos de O de um grupo PO, . Esse ndo é um padrdo de interagdo tdo rigido quando

comparado a interagdo bidentada dos ions divalentes confirmada nos poliedros de coordenagéo
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do Zn*" e observado tanto em LPS de P. aeruginosa quanto para outros tipos de bactérias por
exemplo Escherichia coli.

Além das moléculas de agua, é possivel também observar a participacdo de alguns grupos

hidroxilas dos agucares e oxigénios de carbonilas na esfera de coordenacéo dos ions.
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Figura 22 - Representacdo de uma unidade de LPS e seu ambiente quimico apds 210 ns de simulag&o.
Esferas de coordenacéo e rede de hidratacdo na unidade de LPS na presenca dos fons Ba** a uma distancia
minima de 0.3 nm da unidade de LPS e a sua esfera de hidratacao.

Na Figura 22 apresentamos um panorama geral de uma molécula de LPS do sistema
contendo 4gua e o fon Ba®*. N&o apenas a literatura™®, mas as nossas anlise do perfil de
densidade mostraram uma tendéncia de moléculas de agua penetrarem a regido alquil — a qual é

representada em nosso modelo pela area proxima aos fragmentos LP1 e LP2.
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De acordo com a imagem, a agua nao interage apenas com 0s grupos hidroxilas mas
também com os atomos de oxigénios de grupos carbonilas e entre si. Interacdes desta natureza
sd0 bastantes importantes em meio bioldgico e sio conhecidas como ligacdes de hidrogénio™".

Encontramos na literatura estudos****

apresentando dados obtidos a partir de analises de
RMN acompanhado de simulacdo computacional que indicam a presenca de ligacbes de
hidrogénio transiente intramolecular em polissacarideos de Escherichia coli dissolvidos em agua.
Tais interacGes sdo dadas entre os grupos vizinhos -NH~OC, -OH~0O0C, HO"HN semelhante as
interacdes apresentadas na Figura 22.

Resultados de simulacBes anteriores*® demonstraram a importancia de ligacdes de
hidrogénio entre hidroxilas na membrana de LPS em presenca do fon Ca®* para diminuirem a
fluidez da membrana. Nossos resultados corroboram com estas observacdes, e indicam que
interacdes de ligagdo de hidrogénio na regido polissacaridica da membrana de LPS

desempenham um papel relevante na organizagdo da sua estrutura tridimensional.

4.3. PARAMETRO DE ORDEM

Uma cadeia lipidica de uma membrana flexivel pode realizar varios movimentos que
acontecem em diferentes escalas de tempo como rotacdo ao redor da ligacdo quimica, flip-
flop'?!, isomerizacéo trans e gauche e outros'?2. Estes movimentos moleculares produzem um
grau de desordem das cadeias alquil o qual esta associada a fluidez da membrana. Vérios efeitos
bioldgicos estdo associados a variacdo da fluidez, e também da temperatura da transicéo de fase.
Wellinghausen®’ correlacionou a capacidade do Zn®* de induzir a fluidez de quimiotipos do LPS
a 37° C com a sua capacidade de aumentar a secrecdo de monocinas (TNF_a e IL1B ) de
mondcitos humanos. Descrevemos abaixo o0s trés tipos de cadeias alquil presentes em cada

unidade de LPS de P. Aeruginosa simulados neste trabalho.
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Figura 23 — Representacdo esquematica das cadeias alquil do LPS. As letras
(@) e (b) representam as cadeias apolares do LP1 e aqui chamamos SN2 e
SN1 respectivamente enquanto a letra (c) a parte apolar do LP2 que
convencionamos chamar SN3.

Em nossos sistemas as cadeias lipidicas do LP1 e LP2 sdo determinadas por SN1, SN2 e
SN3. e estdo representadas na Figura 23. Em bicamadas (estado de agregacdo lamelar), as
cadeias alquil adotam uma conformacéo paralela em relagéo ao eixo Z perpendicular a superficie
da membrana. O grau de alinhamento destas cadeias com o eixo Z pode ser qualificado através
do pardmetro de ordem Scp. Portanto, quando a cadeia esta perfeitamente alinhada ao eixo Z,
esta assume o valor de -0,5. Um sistema lipidico em um estado de agregacdo lamelar possui
valores de Scp entre -0,5 e 1. Nos gréaficos sdo apresentados 0 médulo de Scp calculados para

cada uma das cadeias alquil durante os ultimos 70 ns de simulagdes
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Figura 24 — Gréficos das analises dos pardmetros de ordem em funcéo dos dtomos das cadeias alquil do
lipidio A: (a) SN1; (b) SN2; e (c) SN3. Os graficos estdo na mesma escala, uma vez que o intervalo
projetado no eixo do parametro de ordem é de 0.13. As cadeias alquil SN2 e SN3 na presenca do Zn**
apresentaram 0s maiores valores de parametros de ordem.

As cadeias alquil da membrana de LPS contendo K* apresentaram um valor médio
para Scp aproximado a 0.1 indicando um estado de agregacdo ndo lamelar da membrana, por isso
representamos na Figura 24 a descricdo comparativa apenas dos sistemas com o estado de

agregacio lamelar. O valor de Scp ~ 0.1 para o sistema contendo K é esperado, uma vez que o

grafico do perfil de densidade e o da distribuicdo radial indicam valores bastantes diferentes dos
padrdes obtidos para uma membrana no estado de agregacdo lamelar. Segundo a literatura®**
138 o5 valores do Scp apresentados nos graficos para os demais sistemas estio dentro da faixa
apresentada por bicamadas lamelares em estado fluido cristalino. Nas curvas dos gréficos
observamos que 0s atomos de carbono ao longo da cadeia vdo aumentando o valor de Scp até um

momento de m&ximo e depois eles comecam a diminuir novamente. Nesse caso 0 &tomo com 0
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maior parametro de ordem € o que tende a menos se mover em relacdo a todo sistema e a
desordem cresce ao seu redor. O quarto atomo de todas as cadeias SN1, tendem ao maior valor
de Scp enquanto em SN2 a tendéncia esta entre 0 &tomo 4 e 5 e por fim em SN3 é 4tomo 2.
Dentre todos os sistemas com estrutura lamelar, o sistema contendo o fons Na*
mostrou-se 0 mais desordenado. Este comportamento pode estar relacionado a maneira
diferenciada da qual ions monovalentes interagem com o LPS. Para uma melhor comparacédo da
desordem entre as cadeias alquil os valores médios de Scp para cada cadeia nos diferentes

sistemas séo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores médios do Scp de por cadeia e das cadeias alquil por sistema indicados pelo tipo de
cation presente.

K* Na* ca?* Ba** Mg?* Zn?
SN1 0,10 0,26 0,27 0,26 0,27 0,26
SN2 0,10 0,23 0,25 0,22 0,23 0,25
SN3 0,09 0,27 0,29 0,28 0,27 0,31
Média 0,10 0,25 0,27 0,25 0,26 0,28

Os trés sistemas que apresentaram na média as cadeias alquil da membrana de P.
aeruginosa mais ordenadas estavam respectivamente sobre a influéncia dos fons Zn*, Ca®* e
Mg** (Tabela 6).

O parametro de ordem de carbono assim como a medida da area por lipideo podem ser

137 Entretanto ndo existem na literatura indexada valores de Scp

medidas experimentalmente
experimentais concernentes a cadeias lipidicas de P. aeruginosa. Todavia a orientacdo das cadeias
lipidicas podem ser medidas também a partir de um pardmetro de ordem S analogo ao Scp, mas
obtidos através de medidas espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier e
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR )**®. Como 0 Scp, 0 parametro S varia de 0 a 1. Quando o
sistema esta totalmente desordenado apresenta valor igual a 0 e ordenado 1.

Brandenburg e Seydel calcularam o S das cadeias alquil de uma membrana de LPS de
Salmonella minnesota e Escherichia coli hidratada em presenca do ion Mg®*, em temperaturas
abaixo e acima de 40°C — considerado a temperatura de transicdo de fase- obtendo
respectivamente os valores aproximados de 0,70 + 0,05 e 0,25+ 0,05"%.

Em 2005 Brandenburg e autores num artigo de revisdo apresentaram varios valores de

temperatura de transicdo de fase e de S a 37° C. Estes autores mostram que membranas de LPS

Agrinaldo Jacinto do Nascimento Junior 88



4.RESULTADOS E DISCUSSAO

P. aeruginosa ndo possui uma temperatura de transicio de fase bem definida e a 37° C

apresentou um S igual a 0,28, indicando estar em estado de agregacao lamelar.

4.4 AREA POR LIPOPOLISSACARIDEO

O gréfico da A, em funcdo do tempo permite identificar se as membranas entraram em
equilibrio estrutural assim como serve como base para a caracterizacdo de outras propriedades
estruturais que podem ser comparadas diretamente a esta medida experimental. Por exemplo, o
sistema contendo o ion K* foi 0 que se mostrou mais hidratado e ndo permaneceu no estado
lamelar, logo apresentou o maior valor de A.. A estabilizacdo da membrana ndo garante o ajuste
fino dos ions nos sitios da membrana.

E interessante notar na Figura 25 que no geral as membranas contendo os fons divalentes
apresentaram no final da simulacdo areas por lipopolissacarides bastante semelhantes. Depois do
K*, a segunda maior area obtida foi para o sistema contendo o ion Na* . Esse resultado tem a ver
com a sua distribuicdo ndo homogénea na regido do inner core da membrana, esta distribuicdo
diferenciada dos cétions também aumenta a solvatacdo da membrana.

Os valores apresentados na Figura 25 para a area por unidade de LPS pentacilado na
fase liquido cristalina em presenca dos fons divalentes estdo proximos de 1,3 nm?, valor
experimental obtido na literatura®. A curva indicando o sistema em presenca do fon K* foi o
(nico a apresentar um valor de &rea por LPS maior do que 2 nm?. Este crescimento indica que a
membrana ndo se manteve na mesma fase das demais. A interpretacdo de A. do sistema
contendo o K" foi interpretada com o auxilio do grafico de perfil de densidade aplicando a
respectiva relacdo: i) O crescimento da curva indicou uma transicdo estrutural; ii) A curva
comeca a diminuir a sua inclinacdo indicando uma possivel estabilizacdo da membrana e por
consequéncia o surgimento de uma nova estrutura de membrana, também representado na Figura
18.
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Figura 25 — Gréfico da area por lipopolissacarideo em fungdo do tempo. O tempo total simulado foi de
210 ns.

Todos os sistemas contendo ions divalentes se mantiveram no estado de agregacéo
lamelar. Esta observacéo esta de acordo tanto com o perfil de densidade quanto com a literatura,
pois nesta temperatura a membrana de LPS na presenca de qualquer ion divalente tendera a se
manter num arranjo lamelar. Tal conformagcdo vem sendo justificada principalmente pela
interacdo cruzada dos ions com os sitios carregados das unidades de LPS vizinhos.

Na Figura 25 é dificil diferenciar a area por LPS dos sistemas contendo os fons Zn**,
Mg** e Ca*", ja quando em presenca do Ba** o valor é bem maior. Este resultado é analogo ao
apresentado por Garidel e autores'® para a membrana de LPS Re da cepa de Salmonella
minnesota R595, aonde o comprimento da bicamada de LPS se mostrou maior em presenca do
Ba?* em relacéo ao Ca®".

As andlises das simulagdes a 300 K usando a extensdo do campo de forca GlycamO06 para

construir um modelo da membrana de LPS de P. aeruginosa sob a influéncia de uma série de
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fons indicaram que: o raio e a carga dos ions combinados podem influenciar na interacdo das
unidades de LPS e por consequéncia na manutencdo das fases. Ainda, esses parametros também
influenciam na solvatagdo. Mostramos o K* com raio iénico semelhante ao Ba”* influenciando a

membrana para uma disposicdo ndo lamelar, ja o fon Na* com o raio iénico semelhante ao Ca?*

manteve o estado de agregacdo lamelar.

Agrinaldo Jacinto do Nascimento Junior

91



5.CONCLUSAO

5. CONCLUSAO

Atraveés das andlise das simula¢6es computacionais do modelo da membrana de LPS da
camada externa (rough deep) da P. aeruginosa PAO1 na presenca dos cations K*, Na’
Ca®*,Mg?*, Zn** e Ba®" verificamos que no geral, o nivel de hidratacdo da membrana de LPS se
mostrou maior em relacdo as bicamadas de fosfolipidios. Esta diferenca no nivel de hidratacéo
pode ser atribuida ndo apenas as moléculas de agua ligadas aos grupos hidroxilas da regido do
Core no LPS, mas de acordo com nossos resultados dependem diretamente do cation associado.

O aumento no valor da area por LPS foi diretamente proporcional ao aumento no nivel de
hidratacdo da membrana.Os menores valores de area por LPS, foram atribuidos para a membrana
na presenca do fons Mg”*, Zn*" e Ca®* seguidos do Ba** e Na*, e por fim K*. Destes cétions,
apenas o K" apresentou um padrio de curva diferenciada das demais, indicando que a variagio
do céation pode provocar uma mudanca ndo apenas no nivel de hidratacdo da membrana, mas
inclusive no proprio estado de agregacdo. Neste caso, a presenca dos fons K* provocou um
estado de agregacdo ndo lamelar na membrana e consequentemente um aumento na fluidez da
membrana. Observamos ainda que tanto a diminuicdo da coordenacgéo do cation com as unidades
de LPS vizinhas da membrana quanto o aumento da hidratacdo do cation podem induzir a
transicdo da membrana do estado de agregacdo lamelar para outro ndo lamelar.

A andlise do perfil de densidade indicou os cations Na* mais espalhados na regido do
inner core interagindo assim ndo tdo especificamente com 0s grupos negativos quando
comparado aos ions divalentes. Todavia, ainda assim a membrana se manteve no estado de
agregacao lamelar, indicando ainda que a relagéo carga e raio idnico ndo deve ser negligenciada.
Notamos através da anélise do perfil de densidade também que os menores fons Zn** e Mg®*
interagem mais rigidamente com as unidades de LPS. Ao analisarmos o valor médio do
parametro das cadeias alquil para cada sistema percebemos que o fon Zn** provocou um maior
ordenamento e rigidez da membrana seguido do fon Ca".

Em suma, os resultados obtidos sugerem que as propriedades da membrana de LPS como
fluidez, estado de agregacdo e hidratacdo podem ser moduladas por meio de cétions

considerando o efeito combinado do raio e carga.
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Concluimos este trabalho tendo a certeza de um avanco na compreensao de que

propriedades como fluidez, hidratacdo e o estado de agregacdo das membranas de LPS podem

ser modulados ao escolher o cétion de acordo com a relagdo raio/carga. Ainda ha muito a se

compreender sobre 0s mecanismos que governam as transi¢des dos diferentes estados de

agregacao de membranas de LPS e ainda outras possiveis transi¢cdes de fase dentro de um mesmo

estado de agregacdo. Um exemplo é a mudanca da fase gel (Lg) para a fase liquido cristalino (L)

dentro do estado de agregacdo lamelar. Embora tenhamos indicios de que a relagdo raio e carga

do céation podem ser suficientes para modular transicdo de estado de agregacdo junto com a

hidratacdo da membrana, consideramos até agora apenas um pH, e temperatura, sem contar que

normalmente a membrana por exemplo em meio bioldgico sofre a influéncia de mais de um tipo

de cétion. Desta maneira, algum dos estudos sistematicos que podem ser realizados sao:

Verificar qual a influéncia que diferentes concentracdes binarias de ions provocariam na
membrana de LPS, pois em o meio biolégico ha grande quantidade de fons Na* e Ca?* ;
Determinar a influéncia de antibi6ticos na membrana de LPS e a possibilidade do uso de
outras moléculas, que poderiam provocar a lise da membrana, utilizando o critério de
selecdo inicial do raio e carga. Ultimamente tem se dado atencdo a por exemplo ao uso de
peptideos antimicrobianos;

Reproduzir o estado de agregacdo micelar de monocamadas de LPS. Até agora as
simulagdes indicaram a mudanca de um estado de agregacdo lamelar para outro nao
lamelar da membrana DPPE/LPS. As bactérias Gram-negativas quando infectam um
hospedeiro liberam LPS que se arranjam em um estado de agregacao de micela.

Avaliar o efeito direto da temperatura nas propriedades fisico-quimicas e estado de
agregacao. A adesdo de bactérias a materiais e a formacéo das col6nias sdo afetadas pelo
ambiente. Como exemplo de microorganismo resistente a altas temperaturas temos a
bactéria Gram-negativa P. aeruginosa. Estas colonizam encanamentos de metal de

sistemas de aquecimento, contribuindo com a sua corrosao.
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Podemos observar que ainda ha muito a ser elucidado sobre os mecanismos que
provocam a mudanca dos estados de agregacdo das membranas de LPS, bem como a alteracao
das propriedades fisico-quimicas destes sistemas. Por isso, € necessario realizar mais
investigacOes detalhadas para compreender melhor tais mecanismos. Temos a certeza de que
mais ideias de estudo surgirdo, pois a elucidacdo das interacdes do LPS com as variaveis citadas
acima podem auxiliar a entender melhor problemas relacionados a bactérias Gram-negativas

como resisténcia antibidtica e da adesdo a materiais.
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The supra-molecular structure of LPS aggregates governs outer
membrane permeability and activation of the host immune response
during Gram-negative bacterial infections. Molecular dynamics simu-
lations unveil at atomic resolution the subtle balance between cation
hydration and cross-linking ability in modulating phase transitions
of LPS membranes.

Lipopolysaccharides (LPSs) are the major components of bacterial
outer membranes where they act as effective permeability barrier
against xenobiotic agents, antibiotics and the host cell defence
system. LPS is also a potent activator of the mammalian immune
system which is elicited by as little as fmol amounts of this
endotoxin." Variations in the LPS structure contribute to bacterial
virulence either by dampening early innate immune defence
responses to infection® or by exacerbating systemic inflammatory
responses that ensue when local infection is not contained as in
Gram-negative sepsis.’

Variable external conditions prompt structural and chemical
modifications of the bacterial outer membrane, enhancing the
organism ability to evade the host immune defence and colonize
specific tissues.* Changes in temperature and/or specific ion con-
centration have been shown to trigger lamellar to non-lamellar
transitions in LPS membranes.™® In host cells, bacteria exist under
conditions where Ca®, Na*, K" and Mgf* are the most common
cations. However, only specific divalent cations lead to LPS aggre-
gation and increased resistance against antimicrobial peptides.”™
Divalent cations induce considerable changes in the physico-
chemical behaviour of LPS membranes (hydration, fluidity and
aggregate structure), which are accompanied by a decrease of
biological activity (e.g LPS-induced cytokine production) and
unilamellar/cubic to multilamellar transitions.>*™ The chemical
nature of divalent cations is also an important factor to consider as
indicated by distinct bilayer geometries and hydration patterns of
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of cations determine the stability of lipopolysaccharide
(LPS) membranest

Agrinaldo Nascimento Jr., Frederico J. S. Pontes, Roberto D. Lins and

LPS in the presence of distinct divalent cations.”* LPS aggregates

but not the LPS monomers are recognized by the LPS-binding
protein, which triggers the host immune response.'” Furthermore,
lamellar LPS aggregates have been shown to exhibit low or no
endotoxic activity compared to cubic inverted aggregate structures."

Therefore the supra-structure of LPS aggregates is crucial for its
recognition by the host cell immune system.***® The ability to
control LPS biological activity - be it as a permeability barrier or an
activator of the host immune system - via modulation of aggregate
structures has important applications for the development
of antimicrobials,'® direct anti-tumor agents'” and vaccine
adjuvants.'® In this communication we have applied atomistic
molecular dynamies (MD) simulations to describe for the first time
the effect of alkali (Na' and K'), alkaline earth (Mg”*, Ca>" and Ba>")
and transition (Zn*) metals on LPS polymorphism at atomic
resolution. We show that the balance between effective membrane
hydration, ionic valence and aptness to cross-link neighbouring
molecules underlies LPS membrane stability. We further show that
the shift in one of these physical-chemical parameters triggers
lamellar to non-lamellar transitions of LPS aggregates.

The chemical and structural complexity of LPS molecules
imposes great challenges to the experimental characterization of
time-dependent dynamics of LPS membranes at atomic resolution.
In order to minimize this issue, we have previously developed and
validated an atomistic model for LPS membranes.' This model
relies on an improved set of specific parameters compatible with
the GLYCAM and AMBER force fields.” It comprises an outer
leaflet of LPS and an inner leaflet of 1,2-dipalmitoyl-3-phosphatidyl-
ethanolamine (DPPE). Previous MD simulations of LPS membranes
have successfully described the structure,?’ dynamics®® and
free energy profile for the uptake of several ions.”” Tons were
treated as van der Waals spheres with fixed charge and Lennard-
Jones parameters taken from the AMBER force field.”* A detailed
description of the setup procedure and the MD protocol used in
our simulations can be found in the ESL}

The area per lipid (4;) is a property that describes the micro-
structure of a membrane as a function of molecular packing.* In
our simulations Ay, converges slowly for the LPS membranes con-
taining divalent cations (Fig. 1). It reaches a plateau after 150 ns,
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Fig. 1 (A) Schematic representation of the chemical structure of the rough LPS
molecule' where residue names stand for 6-a-p-glucose (6GA), 0-B-p-glucose
(0GB), 2-o-t-thamnose (2hA), 3-(acetyl amino)-3-deoxy-o-glucose (XYB and variant
SYB), 3-deoxy-p-manno-oct-2-ulosonic acid (0KO and variant LKO), t-glycero-o-manno-
heptose-7-formamide (3H1), 2-(2-hydroxyethyl)-6-deoxy-p-manno-heptose (PH2),
2-(2--alanyl)-2-deoxy-p-galactosamine (WLL), dodecanoyl acid (12:0) (LP1) and
3-hydroxydecanoyl acid 10:0 (3-OH) (LP2). (B) Area per lipid as a function of the
time. Counter-ions are represented in grey (K*), black (Na*), dark green (Ba®*), blue
(Ca®*), red (Mg?*) and light green (Zn*). Values are averaged over 72 LPS and
180 DPPE molecules, respectively.

or after 200 ns in the case of Ba**. In the presence of Na*, A,
converges within 100 ns. Remarkably, the system containing K*
shows a sharp increase in 4, indicative of a lamellar to non-
lamellar transition. In order to reproduce such behaviour, a
duplicate run has been performed starting from LPS membrane
coordinates with different K" cation distributions. Comparison of
Ay, for different cation-containing LPS membranes shows a coupled
effect of ionic radius and valence on the membrane molecular
packing (Fig. 1). Divalent cations with smaller ionic radius such as
Ca*, zn** and Mg*" lead to an increase in molecular packing of
LPS units whereas the opposite effect is seen in the presence of
monovalent cations (Na', K) as well as the divalent cation Ba*".
The latter three ions have comparatively larger ionic radii.

The mass density profile for selected chemical groups further
shows that the LPS membrane maintains a lamellar structure in
the presence of different cations, with the exception of K" (Fig. 2).
Both mono- and divalent cations bind to the phosphate groups,
but display a distinct distribution pattern. Divalent cations are
spatially distributed in two layers around the phosphate groups in
the inner core and in the lipid-A regions whereas monovalent
cations present a more scattered distribution between these two
regions (Fig. 2). Solvent molecules penetrate deeper into the LPS
hydrophobic core in the presence of larger size cations such as K*
(Fig. 2). Nevertheless, K'-containing LPS membranes maintained
a fairly compact hydrophobic core. This is possible due to an
increase of the LPS membrane curvature to form a micelle-like
aggregate structure after 230 ns of simulation (Fig. 3). We note
that the severe change in the curvature of non-lamellar aggregates
renders the 2D representation of the water density profile inaccu-
rate. However, inspection of the respective MD trajectories asserts
that water molecules remain chiefly in the polysaccharide region
of the non-lamellar systems (Fig. 3).

We have also estimated the hydration regime of the LPS
membranes through the calculation of water molecules and LPS
functional groups coordinating the respective cations (Table 1). We
observed that the relationship between ionic radius and hydration
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Fig. 2 Partial density of selected chemical groups along the axis normal to the
LPS membrane containing (A) K*, (B) Na*, (C) Ba®*, (D) Ca?*, (E) Mg?* and (F) Zn?*.

is preserved within the membrane environment so that larger
cations are more hydrated. Consistent with this observation, similar
size cations displayed a comparable number of coordinating water
molecules. Furthermore, the number of phosphate groups coordi-
nating different cations varies with ionic valence (Table 1). In the
LPS structure used in our model there are three phosphate groups

Fig. 3 Initial (pre-equilibrated for 0.6 ps) and final MD configurations (after
0.2 ps) for selected systems: K*, (A and B), Na* (C and D) and (E and F) Ca?*,
respectively. Different cations are represented in yellow balls.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Table 1 Number® of coordinating water molecules and negatively charged
groups per cation

Atom-pair K" Na* Ba™" ca™ Zn** Mg™*
M-OW } 5.80 3.70 5.20 4.40 3.46 3.23
M[—POE‘_j 0.26 0.73 1.49 1.65 1.37 1.44
M-COO™ 1.89 0.54 0.07 0.72 0.54 0.56
Total 7.55 4.97 6.76 6.77 5.37 5.23

“ Values correspond to the integration up to the first peak in the radial
distribution function for the atom pair. M is the symbol for the metal.

bound to the outer core residue 2-(2-hydroxyethyl}-6-deoxy-p-manno-
heptose (PH2) and two others bound to the inner core residues
3-(acetyl anino)-3-deoxy-p-glucose (XYB and variant SYB)." Divalent
cations can effectively cross-link two phosphate groups from distinct
LPS molecules, and therefore act as ‘anchors’ stabilizing the
lamellar arrangement of the membrane. Monovalent cations are
less apt to cross-link neighbouring LPS molecules as confirmed by
their higher values of 4, (Fig. 1). This behaviour is also consistent
with grazing incidence X-ray diffraction measurements for LPS
membranes which show much lower compressibility for Ca*'- than
for Na'-containing monolayers.'* Only K* ions interact significantly
with carboxylate groups, binding chiefly to inner core residues
(6-o-p-glucose and 0-B-p-glucose), and less to residues in the outer
core. The large number of water molecules coordinated to K' ions
disrupts the outer core region, but cannot penetrate the hydro-
phobic core in the time length of our simulations. The carboxylate
groups in the inner core constitute the next cluster of negative
charges before the hydrophobic lipid-A region where K* can bind.

Deuterium order parameters Sqp have been calculated for
the simulated systems in order to assess the effect of cations on
membrane fluidity (Fig. 4). A qualitative correlation between
LPS membrane fluidity and the number of coordinated phosphate
groups per cation can be inferred (Table 1). The more phosphate
groups coordinated to a single cation, the less fluid is the LPS
membrane. This is consistent with the fact that divalent cations
cross-link LPS units, increasing molecular packing and decreasing
the fluidity of the acyl chains.

025

02

0.1

Ca1+ Zn2+ Mg“

+

K

Fig. 4 Deuterium order parameters Scp for LPS membranes containing different
cations. Scp were averaged over all acyl chains of 72 LPS molecules over the last
150 ns of simulations.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Our simulations indicate that LPS membranes can tolerate much
higher hydration levels than phospholipid bilayers as long as LPS
molecules are strongly cross-linked by counter-ions. An increase of
the hydration/cross-link aptness ratio induces lamellar to non-
lamellar transitions whereas its reduction stabilizes the lamellar
state. Our findings offer an atom-level description of the critical role
of polysaccharides in counterbalancing the high hydration levels and
structural stability of LPS membranes. It further suggests that the
choice of cation valence and ionic radius can be used to modulate
LPS membrane properties such as hydration and fluidity.
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