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RESUMO

Cada vez mais as simulagdes computacionais vém sendo utilizadas como

ferramenta no estudo de diversos sistemas, isso deve-se ao fato de que esses
resultados oriundos de experimentos virtuais juntamente com os reais permite que
os fendmenos envolvidos sejam mais completamente entendidos. As simulagdes
sao amplamente utilizadas na analise de sistemas moleculares para se obter
diversas propriedades importantes dos componentes em estudo a partir de sua
organizagao e comportamento. Uma das técnicas existentes mais utilizadas é a
Dinamica Molecular (MD) por fornecer resultados extremamente confiaveis.
Um dos sistemas biolégicos de maior interesse para o estudo usando simulag¢des
computacionais sdao as membranas biologicas. Tais membranas sao constituidas,
em geral, por uma bicamada lipidica contendo, basicamente, fosfolipidios e
colesterol. As membranas biolégicas apresentam estruturas que sao importantes
para sinalizac&o celular e transporte de outras macromoléculas biolégicas chamadas
Lipid Rafts, em simula¢cdes de Dinamica Molecular de interacdo de proteinas ou
outros tipos de moléculas com bicamadas lipidicas é necessario que se utilize uma
bicamada ja equilibrada, logo, para que seja realizada uma simulagdo com alguma
estrutura que interaja com os lipid rafts é necessario que primeiramente essas
estruturas estejam formadas na membrana. Neste trabalho, apresentamos uma
simulacdo de Dinadmica Molecular realizada a fim de observar a formagédo de
dominios lipid rafts em bicamada lipidica mista, contendo DOPC, colesterol e
esfingomielina.
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1 INTRODUGAO

A membrana plasmatica das células dos organismos eucariotos possui uma

variedade de fosfolipideos, glicoesfingolipideos e colesterol, além de diversas



proteinas de membrana' . As descobertas no ramo da biofisica nos ultimos anos
apontam que a membrana celular apresenta diversas fases de organizagdo do
empacotamento lipidico e de fluidez, oriundas das diferengas nas composi¢des da
membrana em cada regido da mesmaZ.

Em algumas situagdes, regides da membrana se organizam na forma de
Lipid Rafts®, que possuem alta concentragdo de esfingolipidios e colesterol. Esses
dominios possuem diversas fung¢des na células, varias dessas ligadas a sinalizagao
celular, promover interagbes cineticamente favoraveis, promovendo a ligagado de
receptores de membrana, entre outros®. Além disso, os lipid rafts alteram a fluidez da
membrana, regulam o trafico de receptores e proteinas de membrana. Essas
estruturas sao frequentemente mais ordenadas e compactadas do que o restante da
membrana. Também existem evidéncias de que esses dominios de membrana
podem também ser encontrados em lisossomos, complexo de Golgi e reticulos
endoplasmaticos®.

No ramo da biofisica podemos realizar estudos tedricos, por simulagdes
computacionais, utilizando miméticos de membranas bioldégicas € necessario que
sejam construidas bicamadas lipidicas com a composi¢édo desejada® e as mesmas
sejam equilibradas, para que a area da superficie da bicamada varie até que adquira
area por lipidio compativel com a sua composigao lipidica’.

A Dinamica Molecular € um método que simula a evolucédo temporal de um

sistema de biomoléculas utilizando potenciais classicos para descrever as interagcdes
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moleculares, de modo que é possivel obter informacbdes sobre a dinamica do
sistema em nivel atdbmico/molecular, o que, em muitos casos, pode ser inviavel
experimentalmente®.

A primeira simulagdo por Dindmica Molecular foi realizada em 1957 por
Alden e Wainwright utilizando modelo de esferas rigidas®. Com o tempo, a técnica
evoluiu até ser possivel a simulagdo de um liquido. A primeira simulacao desse tipo
foi uma simulagdo de agua liquida realizada por Stillinger em 1974, Avangos na
area computacional e desenvolvimento de novos modelos tornaram possivel simular
sistemas de maior complexidade e tamanho como as macromoléculas biologicas. A
primeira simulacao de Dinamica Molecular de uma proteina foi o estudo da BPTI
(inibidor pancreatico bovino da tripsina) realizado por McCammon em 1977" e de
uma bicamada lipidica por Berendsen e Van Der Ploeg em 1982'%. Desde entéo, as
simulagcées de DM vém sendo amplamente utilizadas no estudo dos mais diversos
sistemas biolégicos sendo, no caso de proteinas, a principal técnica de simulagao.

A confiabilidade dos resultados de DM esta diretamente relacionada com a
modelagem utilizada (parametrizagao, escolha do campo de forga adequado, entre
outros). Uma boa modelagem reproduz, de forma satisfatéria, o comportamento do
sistema real em estudo. A Mecanica Quantica poderia ser utilizada para modelar um
sistema muito detalhadamente, mas, para sistemas de muitos atomos essa
abordagem se torna inviavel devido a complexidade dos calculos necessarios e ao
elevado custo computacional. Assim, em simulagbes de DM, os modelos das
moléculas investigadas s&o construidos a partir de potenciais classicos efetivos, que
incorporam os fendmenos quanticos, de modo a reproduzir, dentro de uma
determinada precisdo, o comportamento do sistema real. A evolugado temporal do

sistema é obtida resolvendo as equacdes de Newton que descrevem o movimento

8 LEACH, Andrew R.; LEACH, Molecular Modelling: Principles and Applications, 22 edigéo.
Harlow, England ; New York: Prentice Hall, 2001; FRENKEL, Daan; SMIT, Berend, Understanding
Molecular Simulation: From Algorithms to Applications, 2° edigio. [s.l.]: Academic Press, 2001.
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dos atomos. A aproximagao de Born-Oppenheimer é utilizada para dividir o
Hamiltoniano e separar o movimento do nucleo do movimento dos elétrons. Os
nucleos sédo considerados como esferas de Van der Waals que interagem entre si e,
porventura, com campos externos.

Nesse estudo fizemos uso da técnica de Dindmica para a construgéo de
uma bicamada lipidica mista equilibrada, contendo di-oleil-fosfatidil-glicerol (DOPC),
esfingomielina de cérebro (BSM) e colesterol (CHL1), para que as mesmas possam
ser utilizadas em outras simulagdes de interagdo com macromoléculas bioldgicas

que interagem com essas estruturas.

2 DESENVOLVIMENTO

A Dindmica Molecular nos fornece a evolugado temporal do sistema que se
deseja simular resolvendo as equagdes de movimento: as equacdes de Newton.
Essas equagdes sdo resolvidas numericamente, uma vez que uma solugdo analitica
nao é possivel para um sistema de muitos corpos™.

Em uma Dindmica Molecular os atomos sdo modelados como se fossem
particulas, ligadas por molas, interagindo com as outras particulas dentro do seu raio
de alcance por um potencial de interagao. Para se obter as equacdes de movimento
€ necessario um potencial que modele o sistema da maneira mais realista possivel.
A melhor modelagem seria descrever o sistema fazendo uso da Mecanica Quantica,
0 que demandaria um tempo computacional muito grande para um sistema de tantos
corpos. A alternativa €, entdo, utilizar potenciais classicos que incorporem esses
efeitos quanticos. A escolha do campo de forga a ser utilizado na simulagao € o que
nos da a forma do potencial e pardmetros de modelagem.

O sistema a ser estudado e as propriedades que vao ser analisadas nessa

simulagao vao guiar a escolha do campo de forga a ser utilizado. De maneira geral,

¥ LEACH; LEACH, Molecular Modelling; FRENKEL; SMIT, Understanding Molecular Simulation.
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os campos de forga mais utilizados para macromoléculas bioldgicas sdo: OPLS™,
AMBER"™, CHARMM'™, GROMOS", entre outros.

Nesse trabalho, o campo de forga utilizado foi o CHARMM, cujo potencial é
formado por diversos termos que descrevem mudancgas na energia potencial em
funcdo de diferentes pardmetros do sistema. O primeiro termo é devido ao
estiramento e contragdo da ligacdo covalente entre os atomos, o segundo termo a
variagdo do angulo entre trés atomos, o terceiro a variagdo do angulo diedral, o
quarto aos diedros improprios, o quinto € o termo harmdnico de Urey-Bradley e o
sexto termo, CMAP, é aplicado para aprimorar as propriedades conformacionais do
backbone das proteinas, o sétimo a interacdo coulombiana devido a forgas
eletrostaticas entre as cargas parciais dos atomos e o ultimo descreve as interagoes
de Van der Waals entre os atomos por um potencial de Lennard-Jones 6-12.

Para realizar uma simulagdo de Dinédmica Molecular é necessario construir
uma caixa de simulagdo com um numero finito de particulas. O nimero de particulas
na caixa de simulagédo pode ser insignificante perto do sistema macroscopico que se
desejaria estudar, além de efeitos de borda que também se fazem presentes nesse
caso. Uma alternativa para contornar essas limitagdes é criar réplicas em torno da
caixa principal, onde o movimento de uma molécula sera igual ao movimento da
mesma molécula nas outras caixas replicadas. Quando uma particula sai da caixa
principal, a mesma particula entra pela face oposta da caixa, com a mesma
velocidade, mantendo o numero de particulas na caixa principal constante. Essa
técnica € chamada de Condigbes Periddicas de Contorno (PBC, do inglés Periodic
Boundary Conditions). Com o emprego de PBC o numero de interagbes entre as
particulas pode aumentar muito, devido ao fato de que as particulas de uma

determinada caixa podem interagir com as imagens presentes nas caixas réplicas. O

* JORGENSEN, William L.; MAXWELL, David S.; TIRADO-RIVES, Julian, Development and Testing
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Journal of the American Chemical Society, v. 118, n. 45, p. 11225-11236, 1996.

® HORNAK, Viktor et al, Comparison of multiple AMBER force fields and development of improved
protein backbone parameters, Proteins, v. 65, n. 3, p. 712-725, 2006.

'® HUANG, Jing; MACKERELL, Alexander D., CHARMM36 all-atom additive protein force field:
validation based on comparison to NMR data, Journal of Computational Chemistry, v. 34, n. 25,
p. 2135-2145, 2013.

" HORTA, Bruno A. C. et al, A GROMOS-Compatible Force Field for Small Organic Molecules in the
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v. 12, n. 8, p. 3825-3850, 2016.
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aumento no numero de interagcdes também pode aumentar exponencialmente o
tempo de simulagéo; dessa forma para contornar esse problema fazemos o uso de
um raio de corte para as interagdes nao ligadas. Assim, uma particula vai interagir
apenas com as que possuem o seu centro de massa dentro desse raio de corte e, a
partir dessa distancia, a magnitude dessa interagéo varia devido a aplicagédo de uma
funcdo dependente da distancia que modifica o potencial chamada switching que
leva o valor da interagdo a zero. Além disso, o método da minima imagem também &
utilizado para impedir que uma particula interaja com a sua prépria imagem presente
em uma das caixas replicadas.

A utilizagdo de raio de corte funciona bem para as interagdées nao ligadas de
curto alcance como as interagdes de Van der Waals. Para potenciais eletrostaticos,
que sao interagdes de longo alcance, essa abordagem leva o potencial a zero de
maneira muito brusca em relagao ao alcance desse potencial. Um dos métodos mais
utilizados para contornar essa situacado e tratar essas interacdes eletrostaticas é o
método de Particle Mesh Ewald (PME), que consiste em utilizar o espacgo reciproco
para o calculo das interagdes, sendo possivel determinar a energia eletrostatica das
particulas.

Outras grandezas macroscopicas que precisam ser incluidas nas
simulagdes de DM sado o controle de temperatura e pressdo, para simulagoes
realizadas no ensemble isotérmico-isobarico (ou NPT), ja que a maioria dos
experimentos sao realizados a temperatura e pressao constante. Esse ensemble
descreve um sistema com um numero fixo de particulas em contato com banhos
térmico e de press&o’®.

No software NAMD, é mais comum a utilizacdo do método pistdo de
Langevin para o controle da pressdo na simulagdo' e, no decorrer da simulagéo, o
tamanho da célula é ajustado e as coordenadas das particulas sao re-escalonadas.

Esse método € combinado ao termostato de Langevin®, simulando um banho

'8 BERENDSEN, H. J. C. et al, Molecular dynamics with coupling to an external bath, The Journal of
Chemical Physics, v. 81, n. 8, p. 3684-3690, 1984; ULINE, Mark J.; CORTI, David S., Molecular
Dynamics at Constant Pressure: Allowing the System to Control Volume Fluctuations via a “Shell”
Particle, Entropy, v. 15, n. 9, p. 3941-3969, 2013.

" FELLER, Scott E. et al, Constant pressure molecular dynamics simulation: The Langevin piston
method, The Journal of Chemical Physics, v. 103, n. 11, p. 4613—4621, 1995.

20 DAVIDCHACK, Ruslan L.; HANDEL, Richard; TRETYAKOV, M. V., Langevin thermostat for rigid
body dynamics, The Journal of Chemical Physics, v. 130, n. 23, p. 234101, 2009.
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térmico e, a cada passo de simulagdo as velocidades também sao re-calculadas,
computando a energia cinética das particulas mantendo a temperatura constante.

Em suma, com a Dinamica Molecular € possivel obter a trajetoria do sistema
ao longo do tempo e, a partir dela, analisar diversas de suas propriedades
fisico-quimicas. As analises foram realizadas usando o software VMD?' e o plugin
Membplugin®.

Para realizar as simulacbes de Dindmica Molecular no equilibrio dos
sistemas aqui investigados, foi construida uma bicamada lipidica composta por 280
lipideos de DOPC, esfingomielina e colesterol em uma propor¢ao de 3:3:1 utilizando
o Membrane Builder plugin® do website CHARMM-GUI?* utilizando o campo de forga
CHARMM 36%°. A bicamada foi solvatada em uma caixa de agua (modelo TIP3P?).
Entao, foram adicionados ions para neutralizar a caixa e também sal NaCl a 150 mM
para mimetizar o ambiente fisioldgico. A caixa foi equilibrada utilizando os arquivos
do préprio CHARMM-GUI.

Todas as simulagdes de DM foram realizadas com um time-step de 2 fs,
condicdes periddicas de contorno, no ensemble NPT a 298 K e 1 atm. Temperatura
e pressdo foram controladas pelo termostato Langevin?’ e pistdo de Langevin?®,
respectivamente. O algoritmo SHAKE?® foi utilizado para controlar o comprimento
das ligagbes covalentes, e para preservar a geometria das moléculas de agua o
algoritmo SETTLE? foi aplicado.

2 HUMPHREY, William; DALKE, Andrew; SCHULTEN, Klaus, VMD: Visual molecular dynamics,
Journal of Molecular Graphics, v. 14, n. 1, p. 33-38, 1996.

2 R, Guixa-Gonzalez et al, MEMBPLUGIN: studying membrane complexity in VMD., Bioinformatics
(Oxford, England), v. 30, n. 10, p. 1478-1480, 2014.

2 JO et al, CHARMM-GUI Membrane Builder for Mixed Bilayers and Its Application to Yeast
Membranes.

24 JO et al, CHARMM-GUI.

% HUANG; MACKERELL, CHARMMS36 all-atom additive protein force field.

% MARK, Pekka; NILSSON, Lennart, Structure and Dynamics of the TIP3P, SPC, and SPC/E Water
Models at 298 K, The Journal of Physical Chemistry A, v. 105, n. 43, p. 9954-9960, 2001.

27 DAVIDCHACK; HANDEL; TRETYAKOV, Langevin thermostat for rigid body dynamics.

2 FELLER et al, Constant pressure molecular dynamics simulation.

2 ELBER, Ron; RUYMGAART, A. Peter; HESS, Berk, SHAKE parallelization, The European physical
journal. Special topics, v. 200, n. 1, p. 211-223, 2011.

% MIYAMOTO, Shuichi; KOLLMAN, Peter A., Settle: An analytical version of the SHAKE and RATTLE
algorithm for rigid water models, Journal of Computational Chemistry, v. 13, n. 8, p. 952-962, 1992.
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As interacdes de Van der Waals foram calculadas com um raio de corte de
14 A com distancia de switching de 12 A e as interagdes de longo alcance foram

tratadas com o algoritmo PME?".

2.1 Formacgao dos Lipid Rafts

Utilizando a metodologia apresentada anteriormente foi realizada uma
simulagao de Dinamica Molecular de 1 ys de uma bicamada lipidica mista contendo
DOPC, colesterol e esfingomielina (3:3:1). Com esse tempo de simulagdo foi
possivel observar separacdo entre o DOPC e a esfingomielina e o colesterol,
formando as estruturas de lipid rafts ja mencionadas. Essas estruturas podem ser
observadas na figura 1, onde os diferentes lipidios se encontram coloridos com
cores diferentes. No inicio da simulacao eles se encontram distribuidos de maneira
aleatdria e, ao final da simulacdo podemos observar separagao de fases desses

lipidios.

A B

Figura 1. A) Inicio da simulacdo computacional mostrando a bicamada lipidica gerada no
Charmm-Gui, com os lipidios distribuidos aleatoriamente na bicamada. B) Bicamada lipidica ao fim de

1 us de simulagéo, demonstrando a formagéao de lipid rafts.

3 DARDEN, Tom; YORK, Darrin; PEDERSEN, Lee, Particle mesh Ewald: An N-log(N) method for
Ewald sums in large systems, The Journal of Chemical Physics, v. 98, n. 12, p. 10089-10092,
1993.
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2.2 Area por lipidio

Pode-se dizer que uma bicamada lipidica esta equilibrada quando a area da
superficie xy que cada lipidio ocupa permanece constante. Por isso, € necessario
que em uma simulagdo com bicamadas esse parametro seja monitorado até adquirir
um valor constante e apenas a partir dai podemos considerar que a bicamada esta
equilibrada e podemos coletar outras informacgdes biofisicas da simulagdo. Entdo a
area por lipidio € um dos primeiros parametros a ser analisados para dizer se a

simulagao foi ou nao o suficiente para equilibrar a bicamada.
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Figura 2. Area por lipidio dos diferentes componentes da bicamada mista (DOPC, BSM e CHL1), bem

como a area por lipidio total combinada.

Pode-se notar pela figura 2 que a area por lipidio dessa bicamada lipidica se
iniciou em torno de 60 A® e foi diminuindo no decorrer da simulagéo até atingir o
valor de 50,5 A% que assim permaneceu até o final mostrando que a area total dessa

bicamada lipidica encontra-se equilibrada.



2.3 Parametros de ordem

O parémetro de ordem € uma medida do grau de organizagdo das cadeias
acilicas dos lipidios, baseando-se no angulo formado entre os hidrogénios e os
carbonos das caudas dos lipideos. Esse pardmetro € uma medida da amplitude de
movimento do eixo longo molecular de lipidios em uma bicamada ou outras
membranas modelo. Um aumento do parametro de ordem implica em maior
espessura da bicamada e diminuigdo na flexibilidade da cadeia acilica (isto &,

aumento da ordem).
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Figura 3. Parametros de ordem para as caudas oleil do DOPC no inicio da simulagédo (vermelho) com
os lipidios distribuidos aleatoriamente e para o final da simulagéo (azul) apés a formagéo dos lipid

rafts.

Pode-se notar pela figura 3, que a segregacdo lipidica faz com que as
cadeias acilicas adquiram maior ordem do que quando misturadas, mostrando a
importancia dessas estruturas que alteram a fase da membrana de liquido

desordenada para liquido ordenada.



3 CONCLUSAO

Com esse trabalho foi possivel obter uma bicamada lipidica mista
equilibrada e os lipid rafts foram formados com sucesso. Essa bicamada pode ser
entdo subsequentemente utilizada em simulagbes computacionais de interagdo com

outros tipos de macromoléculas bioldgicas que tem afinidade com tal estrutura.
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