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RESUMO

Neste trabalho, realizamos a caracterizacao estrutural e energética de nove nanomem-
branas e duas nanofibras compostas por peptideos do tipo surfactante (SLPs), utili-
zando simulagoes de Dindmica Molecular (DM) com resolugao atomistica. As nanomem-
branas [nanofibras| estudadas sao formadas pelos peptideos I3V3A43G3K3 e K3G3A3Vsls
[G3AsV3I3 K5 e K3I3V3A3Gs]; AgH, e AgHy; e LXGK (X =Q, S, N, G ou L). As na-
nomembranas I3V3A3G3K3 e K3(G3A3V3l3 sdo constituidas por peptideos com os mesmos
aminoacidos, mas ligados em sequéncias primarias invertidas, o que altera a torcao, a dis-
posicao das cadeias laterais e os terminais C e N dos peptideos, com consequéncia direta
na hidratacao e na estabilidade das nanomembranas. Ja as nanomembranas AgH, e AgHj
se diferenciam pela posi¢ao do atomo de hidrogénio ligado ao anel aroméatico da histidina
(H), o que modifica a forma como este residuo fica exposto a 4gua e, consequentemente,
o encaixe lateral dos residuos de alanina (A). Ao estudar as nanomembranas [3XGK
(X =Q, S, N, G ou L) verificamos que os peptideos com residuos X polares, Q, S,
ou N, apresentam propriedades de ziperes polares ligando lateralmente folhas-3 vizinhas.
Sendo assim, este trabalho também buscou elucidar e caracterizar a formagao dos ziperes
polares que, recentemente, tém atraido grande interesse cientifico e tecnolégico. As na-
nofibras G3A3V3I3K3 e K313V3A3G3 sao formadas por peptideos com aminoacidos iguais,
mas ligados em sequéncias primarias invertidas, semelhante ao caso das nanomembranas
I3V3A3G3 K3 e K3(GG3A3V3l3. Dessa forma, ao estudar nanomembranas e nanofibras com-
postas pelos mesmos aminoacidos, este trabalho permite compreender como alteragoes na
disposicao das cadeias laterais dos peptideos leva a formacao de nanoestruturas distintas,
evidenciando a versatilidade estrutural de aminodcidos agregados. As analises realizadas
sdo baseadas nos perfis de densidade de massa, nas espessuras das nanomembranas, nas
fungoes de distribuigao radial de pares, g(r), no nimero médio de Ligagoes de Hidrogénio
(LHs) entre os aminodacidos e entre cada aminoacido e as moléculas de dgua — para uma
melhor caracterizacao das LHs entre os peptideos e, consequentemente, da hidratacao
das nanoestruturas, sao apresentadas as funcoes de correlagao temporal das LHs — e nas
interagoes energéticas de Coulomb e van der Waals (vdW) que, juntamente com as LHs,
desempenham papel fundamental na organizacao dos peptideos formando as nanoestru-
turas. Nossos resultados indicam que o terminal C ligado a lisina (K) carregada leva a
formacao de nanomembranas mais hidratadas; as nanomembranas AgH, e AgHj sao es-

truturas com elevado grau de organizacao e com caracteristicas de estruturas cristalinas;



os ziperes polares apresentam uma rota para o design de nanoestruturas robustas e esta-
veis, pela uniao de folhas-( vizinhas; as estruturas peptidicas apresentadas neste trabalho
possuem caracteristicas interessantes sugerindo que possam ser utilizadas no encapsula-
mento e transporte de farmacos, como hidrogéis e como agentes antimicrobianos. Nossos
resultados de simulagoes de DM mostram excelente acordo com resultados experimentais
reportados na literatura. Além disso, mostramos que o campo de forca CHARMMS36 é
indicado para o estudo das nanomembranas e nanofibras peptidicas apresentadas. Esta
validacao é importante pois possibilita que novas caracteristicas das estruturas desta espé-
cie sejam previstas do ponto de vista tedrico, proporcionando avangos no desenvolvimento

de nanoestruturas organicas.

Palavras - chave: Dindmica Molecular, Aminoacidos, Peptideos, Nanomateriais.
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ABSTRACT

In this work, we carried out structural and energetic characterization of nine nanomem-
branes and two nanofibers composed of surfactant-like peptides (SLPs), using Molecu-
lar Dynamics (MD) simulations with atomistic resolution. The nanomembranes [nanofi-
bers| studied are formed by the peptides I3V3A3G3K3 and K3G3A3Vsls [G3AsVsI3 K3 and
K313V3A3Gs]; AgH, and AgHy; and 3XGK (X =Q, S, N, G or L). The nanomembranes
I3V3A3G3 K3 and K3G3A3Vs15 are formed by the same amino acids, but linked in inverted
primary sequences, which changes torsions, the side chains, and the C and N peptide ter-
minals, affecting the hydration and stability of the nanomembranes. The AgH, and AgHj
nanomembranes are differentiated by the position of the hydrogen atom attached to the
aromatic ring of histidine (H) residues, alterning the way that this residue is exposed to
water, and consequently, the lateral attachment of alanine residues (A). By studying the
LXGK (X =Q,S, N, G or L) nanomembranes, we realized that the peptides with polar
residues (X = Q, S, or N) present properties of polar zippers connecting [5-sheets late-
rally. Therefore, this work aims at elucidating and characterizing the formation of polar
zippers that, recently, have attracted significant scientific and technological interest. The
nanofibers G3A3V3I3K3 and K313V3A3G3 are formed by peptides with the same amino
acids, but linked in inverted primary sequences, similar to the case of the nanomembra-
nes I3V3A3G3K3 and K3G3A3V3. This way, by studying nanomembranes and nanofibers
composed with the same amino acids, this work allows us to understand how changes in
the disposition of the peptide side chains lead to the formation of distinct nanostructures,
evidencing the structural versatility of aggregate amino acids. The analyses performed are
based on the mass density profiles, on nanomembrane thicknesses, on the radial distri-
bution functions, g(r), on the average number of Hydrogen Bonds (HBs) between amino
acids and between each amino acid and water molecules — for a better characterization
of HBs between peptides and consequently the nanomembranes’ hydration, HB’s time
correlation functions are presented — and in the Coulombic and vdW energetic interac-
tions which together with the HBs play a fundamental role in the organization of the
peptides forming the nanostructures. Our results indicate that the C-terminal attached
to the charged lysine (K) leads to the formation of more hydrated nanomembranes; the
AgH, and AgHs are nanostructures with a high degree of organization and with features

of crystalline structures; the polar zippers present an interesting route for the design of



robust and stable nanostructures, by joining neighboring S-sheets; the peptide nanostruc-
tures presented in this work have interesting characteristics suggesting that they can be
used to encapsulate and transport drugs, as hydrogels and as an antimicrobial agent. Our
MD results show excellent agreement with experimental data reported in the literature.
In addition, we show that the CHARMMS36 force field could be recommended for the
study of the peptide nanomembranes and nanofibers presented. This validation is impor-
tant because it allows the prediction from the theoretical point of view of new features
of peptide structures of this species, providing advances in the development of organic

nanostructures.

Keywords: Molecular Dynamics, Amino acids, Peptides, Nanomaterials.
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finais de simulagao. Nota-se que os peptideos tendem a se dobrar,
devido as interagoes entre seus residuos e com as moléculas de
agua, na tentativa de atingir uma conformacdo que reduza a
energia potencial do sistema. Alanina (A) e histidina (H) estao
representadas em roxo e vermelho, respectivamente. As moléculas
de agua estao representadas em azul-claro. A diferenca entre os dois
mondmeros esta na posicao de um atomo de hidrogénio no anel
aroméatico (marcado em azul-escuro) — um no nitrogénio épsilon
(H,) e outro no nitrogénio delta (Hs). . . . . ... ... ... ...
Vista lateral das configuracoes iniciais das nanomembranas A)
AgH. e B) AgHs. Dois monomeros foram emparelhados, um in-
vertido em relacao ao outro, formando um dimero. Este dimero foi
replicado 5 vezes na direcao y e 10 vezes na dire¢ao x, formando na-
nomembranas compostas por 100 monoémeros. A diferenca entre as
duas nanomembranas esta na posicao de um dtomo de hidrogénio
no anel aromético (marcado em azul-escuro) — um no nitrogénio
épsilon (H.) e outro no nitrogénio delta (Hys). . . . . . .. .. ...
Estrutura molecular dos peptideos I3XGK (X = glutamina (Q),
serina (S), asparagina (N), glicina (G), e leucina (L)). Q, S e N sao
aminoacidos polares. G e L sdo aminoacidos nao polares. Carbono,
nitrogénio, oxigénio e hidrogénio estao representados em azul-claro,
azul, verde e branco, respectivamente. . . . . . . ... ... .. ..
Configuracao inicial da membrana [3QGK. A) Dois monémeros
empilhados formando um dimero com lados de diferentes caracte-
risticas: um polar constituido pelas cadeias laterais dos residuos
de Q e I e outro apolar constituido pelas cadeias laterais dos re-
siduos de I e G. B) Os dimeros foram replicados e posicionados
de maneira que um lado polar ficasse voltado para outro lado po-
lar e um lado nao polar ficasse voltado para outro lado nao polar,
formando uma membrana com regioes onde ha possibilidade de
formagao de ziperes polares. C) Diferentes vistas da configuragao
inicial da membrana. Lisina (K), isoleucina (I), glicina (G) e gluta-
mina (Q) estao representadas em azul-claro, verde, cinza e laranja,
respectivamente. As configuragoes iniciais das demais nanomem-

branas estdo presentes na Figura (B.2), no Apéndice (B). . . . ..



Figura 3.8:

Figura 3.9:

Figura 3.10:

Figura 3.11:

Figura 3.12:

Figura 3.13:

Figura 3.14:

Representacao dos planos yz, xz e xy das configuragoes finais
das nanomembranas [3V3A3G3K3 (acima) e K3G3A3V313 (abaixo).
Isoleucina (I), valina (V), alanina (A), glicina (G), lisina (K) e dgua
estdo representadas em roxo, amarelo ferrugem, cinza, amarelo,
vermelho e azul, respectivamente. Uma vista lateral das caixas de
simulacao contendo somente o perfil das moléculas de agua, no
plano yz, apds 110 ns de simulagao, também, esta representada. . .
Perfis de densidade de massa ao longo do eixo z (normal & mem-
brana) em 10% kg.m™3. Acima, estdo representados os sistemas
I3V3A3G3 K5 (a esquerda) e K3G3A3Vsls (a direita). Abaixo, estao
representados os perfis de densidade de massa para cada residuo
que compde os sistemas I3V3A3G3 K5 e K3G3A3Vals. Agua, pepti-
deo, fons cloreto, Isoleucina (I), Valina (V), Alanina (A), Glicina
(G), e Lisina (K) estao representados em azul, verde, roxo, vinho,
cinza, verde oliva e vermelho, respectivamente. . . . . . .. . . ..
Mapas superficiais com as espessuras em varios pontos XY das na-
nomembranas I3V3A3G3 K3 (a esquerda) e K3G3A3V3l3 (a direita).
As cores representam as espessuras de 1,5 nm (azul) até 5,5 nm
(vermelho). . . . ...
Fungoes de distribuicao radial, g(r), entre o centro de massas
dos peptideos para as nanomembranas A) I3V3A3G3K; e B)
K3G3A3V315. Os dtomos de hidrogénio nao foram considerados para
aobtengdoda g(r). . . . . . ..
Representacao das LHs estabelecidas entre os peptideos das nano-
membranas [3V3A3G3K3 (acima) e K3G3A3V313 (abaixo). Os pep-
tideos estao representados em cinza e as LHs em vermelho. As LHs
entre os peptideos e a 4gua nao estdo representadas na figura. . . .
Vistas lateral (plano zz) e frontal (plano zy) das configuragoes fi-
nais (apds 110 ns de simulagoes de DM) das nanomembranas A)
AgH, e B) AgHj;. Alanina (A) e histidina (H) estao representadas
em roxo e vermelho, respectivamente. Os atomos de hidrogénio liga-
dos ao anel aromatico no nitrogénio épsilon (H,), ou no nitrogénio
delta (Hs) estdo marcados em azul. . . . . . .. ... ... ... ..
Perfis de densidade de massa ao longo do eixo z (normal a superficie
da membrana) em 10° kg.m™. Acima, nanomembranas AgH,. (&
esquerda) e AgH; (a direita) — peptideos e dgua estdo marcados
em azul e preto, respectivamente. Abaixo cada residuo compondo
o peptideo — alanina (A) e histidina (H) estdo representados em

verde e vermelho, respectivamente. . . . . . .. . ... ... ...
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Figura 3.15:

Figura 3.16:

Figura 3.17:

Figura 3.18:

Figura 3.19:

Figura 3.20:

Estruturas termodinamicamente equilibradas das nanomembranas
AgH, e B) AgHs; apdés 110 ns de simulagdo de DM. A) AgH,
e B) AgH; vistas frontal (plano xy), lateral (plano zz) e da
regiao preenchida com agua. Alanina (A) e histidina (H) estao
representadas em roxo e vermelho, respectivamente. . . . . . . . . .
Mapas superficiais das nanomembranas com as espessuras calcula-
das em varios pontos do plano (zy). A) AgH, e B) AgHs. As cores
representando as espessuras variam de 1,8 nm (azul) até 2,4 nm
(amarelo). . . . . .
Fungoes de Distribuicdo Radial de Pares (FDRP) entre peptideos
(pep-pep) para as nanomembranas A) AgH, e B) AgHs; e entre os
peptideos e a dgua para as nanomembranas C) AgH, e D) AgHs.
Representacao das LHs na membrana AgH,, simulada no ensemble
NPT. Nota-se que ha uma direcao preferencial para o estabeleci-
mento das LHs. As LHs entre os peptideos e as moléculas de agua

nao estao representadas. As setas em azul indicam regides onde héa

. 106

lacunas, ou “falhas”, na rede de LHs para a configuracao selecionada.110

Fungoes de autocorrelagao C'(t) das LHs entre A) AgH, e B) AgHs,
e entre os peptideos e a dgua para as nanomembranas C) AgH, e
D) AgHs. . . o o
Vistas lateral e superficial das configuracoes equilibradas das na-
nomembranas A) I3NGK e B) I3SGK, bem como suas respectivas
caixas de simulacao com as moléculas de agua em destaque. Nota-
se que a forma membranar é mantida apdés um longo processo de
simulagoes MD. Isoleucina (I), glicina (G), lisina (K), asparagina
(N) e serina (S) estao mostrados em verde, cinza, azul-claro, ver-
melho e ferrugem, respectivamente. As estruturas finais das demais

nanomembranas estdo apresentadas na Figura (B.3), no Apendice

(B). o oo



Figura 3.21:

Figura 3.22:

Figura 3.23:

Figura 3.24:

Figura 3.25:

Espessuras em varios pontos xy das nanomembranas A) [3QGK,
B) SGK, C) 5NGK, D) I5GGK e E) GLGK. As espessuras
variam de 1,0 nm (azul) até 3,0 nm (vermelho). As bicamadas sao
formadas por dimeros invertidos, conforme apresentado na Secao
(3.2.1.3). Por meio do programa GridMat [124], a espessura foi
calculada considerando a distancia entre um atomo de carbono na
extremidade de um residuo de lisina com outro atomo de carbono
na extremidade do residuo invertido de lisina. As regides com
espessuras abaixo de 1,0 nm surgem porque o programa calcula a
distancia entre atomos de carbono em residuos de lisina adjacentes.

Programas mais recentes, como o SUAVE, sdo capazes de contornar

este problema fornecendo resultados de espessuras mais precisos [136].119

Configuracao inicial A) duas nanomembranas I3QGK (M e Ms)
sobrepostas na diregao z, B) caixa inicial de simulagao; moléculas
de agua foram colocadas em cerca de 3 nm acima e abaixo das
nanomembranas utilizando o programa Packmol. fons de cloro 11~
foram adicionados ao sistema, C) vista lateral e superficial das
configuragoes finais das nanomembranas I3QG K sobrepostas e seu
respectivo perfil de dgua. Lisina (K), isoleucina (I), glicina (G)
e glutamina (Q) estdao representados em azul-claro, verde, cinza
e laranja, respectivamente. As outras nanomembranas exibiram
caracteristicas semelhantes as apresentadas nesta figura. . . . . . .
Fungoes de distribuicao radial, g(r), entre peptideos, excluindo os
atomos de hidrogénio, para as nanomembranas A) I3QGK, B)
I3SGK, C) LNGK, D) GGK e E) GLGK . . .. ... .....
Representacao das LHs na nanomembrana I[sNGK. A) Vista late-
ral (plano xy); nota-se claramente que nas regides onde um lado
polar esté voltado para outro lado polar formam-se LHs (represen-
tadas em vermelho) entre as cadeias laterais dos monomeros (entre
folhas-f3) — ziperes polares; Em regioes onde nao ha residuos po-
lares, as folhas-3 se mantém ligadas por interacoes hidrofébicas,
coulombianas e de vdW; B) Vista frontal (plano zy) da nanomem-
brana IsNG K. As LHs sao preferencialmente estabelecidas entre as
cadeias principais dos peptideos, como esperado, mas ocorrem LHs
também entre folhas-3 vizinhas. Moléculas de dgua estao represen-
tadas em verde. Enfatiza-se que as ligacOes entre os peptideos e
agua nao estao representadas na figura. . . . ... ... ... ...
Fungoes de autocorrelagdo C(t) das LHs entre os peptideos nas

nanomembranas IsXGK. . . . . . . . ... ...



Figura 4.1:

Figura 4.2:

Figura 4.3:

Figura 4.4:

Figura A.1:

Monoémeros A) NHy, — G3A3V3I3K3 — COOH e B) NHy —
K3I3V3A3G3 — COOH. Os mondmeros sao constituidos por uma
cabeca hidrofilica (lisina (K) em azul) e uma cauda hidrofébica
(glicina (G), alanina (A), valina (V) e isoleucina (I) em cinza, roxo,
laranja e verde, respectivamente). Os terminais N e C estao repre-
sentados em vermelho e amarelo, respectivamente . . . . . . . . ..
Representacao dos planos xy e xz e das caixas de simulacao para
as nanofibras A) G3A3V3l3K; e B) K3I3V3A3G3. As caixas de
simulagao foram replicadas duas vezes na direcao z, representando
as condigoes peri6dicas de contorno utilizadas. Glicina (G), alanina
(A), valina (V), isoleucina (I) e lisina (K) estao representados em
cinza, roxo, laranja, verde e azul, respectivamente. Os terminais N
e C estao representados em amarelo e vermelho, respectivamente.
Representacao dos planos zz e yx e das caixas finais de simula-
¢ao para as nanofibras GzA3V3I3K3 [K3I3V3A3G3] simuladas nos
ensembles A) [B)] NPT e C) [D)] NVT. As caixas de simulagao fo-
ram replicadas duas vezes na direcao z, representando as condi¢oes
periddicas de contorno utilizadas. Glicina (G), alanina (A), valina
(V), isoleucina (I) e lisina (K) estdo representados em cinza, roxo,
laranja, verde e azul, respectivamente . . . . . . . ... ... ...
Representacao das LHs na fibra peptidica G3A3V3I3K3 simulada
no ensemble NVT. Os peptideos estao representados em azul-claro
e as LHs em vermelho. As LHs entre os peptideos e as moléculas

de agua nao estao representadas. . . . . . .. ... ...

Nanomembranas I3V3A3G3 K3 formadas por mondmeros replicados
em sua configuracdo inicial: A) vista no plano zz; B) configuracao
final vista plano zz; C) configuragao final vista no plano zy. Re-
presentacao da configuracao inicial da nanomembrana I3V3A3G3 K3
formada por dimeros, simulada segundo o protocolo Cy (Secao
C.1): D) vista do plano zy; E) configuracao final vista no plano
zz; e F) configuragdo final vista no plano xy. A nanomembrana
formada por monomeros, apesar de possuir caracteristicas de mem-
branas, possui uma espessura diferente da reportada experimental-
mente por Cao et. al. [8]. No caso da nanomembrana formada por
dimeros, notamos que uma forma final com caracteristicas de aglo-

merado amorfo foi estabelecida. . . . . . . . .. ...
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Figura A.2:

Figura A.3:

Figura B.1:

Figura B.2:

Diferentes configuragoes iniciais utilizadas no processo de simula-
¢ao de DM: A) Nanofibras em formato de cones com a caixa de
simulagdo completamente preenchida com dgua; B) nanofibras em
formato de cone em que as caixas de simulagdo foram preenchi-
das com agua de maneira que nao houvesse moléculas de dgua no
interior das nanofibras; C) nanofibra planar, com camadas rota-
cionadas de 4° umas em relacdo as outras e caixa de simulacao
completamente preenchida com agua. . . . . . . . . ... ... ...
Diferentes configuragoes finais obtidas apds 110 ns de simulagoes de
DM: A) Nanofibras em formato de cones com a caixa de simulacao
completamente preenchida com agua, simuladas com o acoplamento
de pressao isotropico; B) nanofibras em formato de cones com a
caixa de simulagao completamente preenchida com agua, simula-
das com o acoplamento de pressao semi-isotrépico; C) nanofibras
em formato de cone em que as caixas de simulagao foram preenchi-
das com agua de maneira que nao houvesse moléculas de dgua no
interior das nanofibras, simuladas com o acoplamento de pressao
isotrépico; D) nanofibras planas, com camadas rotacionadas de 4°
umas em relacao as outras e com as caixas de simulagao comple-
tamente preenchidas com agua, simuladas com o acoplamento de
pressao isotropico. Em todas estas nanoestruturas podemos notar
que a caracteristica de fibra foi perdida durante as etapas de simu-
lagoes de DM, demonstrando um alongamento da fibra de forma
nao homogénea ou um orificio central hidratado, caracteristico de

nanotubos. . . .. L

Perfis de densidade de massa ao longo dos eixos z (acima) e y
(abaixo) em 10%kg.m™3 para as nanomembranas AgH, e AgHj.

Configuragoes iniciais das nanomembranas simuladas: A), B) e C)
I3SGK; D), E) e F) 5NGK. Nestas nanomembranas ha residuos
polares e, portanto, espera-se que sejam formados ziperes polares;
G), H) e ) 3GGK; J), K) e L) I3LKG. Nestas nanoestruturas
ha apenas residuos nao polares na cauda neutra, portanto, espera-
se que as folhas-# se mantenham unidas por efeitos hidrofébicos.
Lisina (K), isoleucina (I), glicina (G e G), serina (S), asparagina
(N) e leucina (L) estao representadas em azul-claro, verde, cinza,

ferrugem, vermelho e rosa, respectivamente. . . . . . .. .. .. ..

. 157



Figura B.3:

Figura B.4:

Figura B.5:

Figura B.6:

Figura B.7:

Figura D.1:

Figura D.2:

Configuracoes finais das nanomembranas A) I3QGK, B) iGGK
e C) I3GLGK com respectivos perfis de dgua. As nanoestruturas
membranares foram mantidas para todas as configurac¢oes apos 110
ns de simulagdo MD. Isoleucina (I), glicina (G e G), glutamina (Q)
e leucina (L) estdo mostradas em verde, cinza, azul-claro, laranja
e rosa, respectivamente. . . . . . . .. ... L

Perfis de densidade de massa ao longo do eixo z, em 103kg.m=3,

para as nanomembranas: A) I[3QGK, B) I3SGK, C) 5NGK, D)
LGGK eE) GLGK. . . ... ... ... .
Perfis de densidade de massa ao longo do eixo z, em 103kg.m =3,
para cada residuo que compde as nanomembranas: [3QGK,
I,SGK, LNGK, I3 GGK e LGK. . . . ... ... ... .....
Perfis de densidade de massa ao longo do eixo y, em 103kg.m =3,
para as nanomembranas I[3QGK, I3SGK, INGK, I3GGK e
Perfis de densidade de massa ao longo do eixo z, em 10%kg.m =3,

para as nanomembranas I[3QGK, I3SGK, IINGK, I3GGK e

Perfis de densidade de massa ao longo dos eixos X e Y, em 103
kg.m™3, para as nanofibras compostas por G3A3V313K3, simuladas
no ensemble NPT ensemble. Os perfis de densidade de massa sao
mostrados para cada residuo que compoe a fibra. . . . . . ... ..
Perfis de densidade de massa ao longo dos eixos X e Y, em 103
kg.m~3, para as nanofibras compostas por K3/l3V5A43G5, simuladas
no ensemble NPT ensemble. Os perfis de densidade de massa sao

mostrados para cada residuo que compoe a fibra. . . . . .. .. ..
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CAPITULO

INTRODUCAO

As proteinas sdo as biomoléculas mais abundantes nos sistemas vivos [1]. Elas
desempenham diversas fung¢oes metabdlicas e estruturais, atuando em forma de enzimas,
hormonios, anticorpos, dentre outras. Essa variedade de fungoes é consequéncia da di-
versidade estrutural encontrada nas proteinas. Contudo, apesar de serem macromoléculas
bastante complexas, as proteinas sao resultantes da uniao de moléculas mais simples, os
aminodcidos [1].

Os aminoacidos, unidades fundamentais das proteinas, sao relativamente simples:
todos (exceto a prolina) tém em comum um grupo carboxila (—~COOH), um grupo
amina (—NH;), um atomo de hidrogénio e uma cadeia lateral (R), a qual distingue os
aminodcidos, ligados a um atomo de carbono « (C,), conforme representado na Figura
(1.1).

—— Grupo carboxila

Figura 1.1: Estrutura geral de um aminoécido

Embora uma grande quantidade de aminoacidos tenha sido descrita e sintetizada
a partir de fontes naturais, apenas 20 deles sao codificados no genoma humano. A
Figura (1.2) apresenta a féormula molecular destes 20 aminoacidos. De acordo com as
propriedades da cadeia lateral (R), os aminodcidos apresentam diferentes caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas. As cadeias laterais (R) dos aminoécidos podem ser apolares,
polares neutras, carregadas positivamente ou carregadas negativamente e, além disso, por

possuirem diferentes tamanhos e formas, podem levar a aminoacidos com hidrofobicidades
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variadas e a possuirem diferentes propensoes em formar folhas-£ ou hélices-a, que serao
responsdveis pela determinacao da estrutura secunddria' das proteinas [2].

Para formar as proteinas, os aminoacidos se unem covalentemente por meio de li-
gacoes peptidicas. A sequéncia linear de aminoacidos ligados forma o que é conhecido como
sequéncia peptidica priméria [1]. De acordo com o niimero de aminodcidos compondo a
sequéncia peptidica primdria, as estruturas podem ser classificadas como peptideo (poucos
aminodacidos), polipeptideo (até ~ 50 aminoécidos) ou proteina (muitos aminoécidos) [1].
A sequéncia peptidica adquire sua conformacao estrutural nativa por meio de um processo
espontaneo conhecido como auto-organizaciao®. A forma estrutural da proteina apresenta
uma importancia singular, uma vez que ela somente desempenhara suas fungoes se esti-
ver conformada espacialmente em sua forma nativa, onde apresenta energia livre minima,
a qual ¢ alcancada em condigoes fisiologicas apropriadas. Inclusive, a perda da sua or-
ganizacio nativa e a formacao de amiloides, i.e, proteinas com mé formacao terciria,
pode causar sérias doencas, e.g., Alzheimer, Parkinson, diabetes tipo II, fibrose cistica,
encefalopatia, espongiforme bovina (doenca da “vaca-louca”), além de muitas formas de
cancer [3-7].

Além da importancia de se entender a auto-organizacao para o desenvolvimento
de tratamentos especificos para as doencas causadas pela perda da conformagcao nativa,
ela é fundamental para que nanoestruturas com formas e caracteristicas controlaveis sejam
concebidas, possibilitando aplicagbes em diversas areas cientificas e tecnologicas [8-15]. A
busca pelo entendimento de como ocorre a formacao de estruturas especificas por meio
da auto-organizacao tem atraido atencao de pesquisadores de diversas areas: biologia,
quimica, fisica, ciéncia e engenharia de materiais; ressaltando o carater multidisciplinar
dos estudos envolvendo estruturas nanométricas formadas por aminoacidos. Inicialmente,
os estudos de nanotecnologia baseados em proteinas buscaram identificar e caracterizar
diferentes estruturas, onde se destacaram os nanotubos [16-18], nanofibras [19], nanopar-
ticulas [20], dentre outras. Em seguida, novas estruturas comegaram a ser desenvolvidas,
inclusive com a inser¢ao de grupos funcionais e nanoparticulas inorganicas, aumentando
a diversidade de suas caracteristicas fisicas e quimicas [21-23]. Atualmente, o desenvolvi-
mento de nanomateriais baseados em proteinas se encontra em acelerado crescimento e,

apesar de ter se consolidado com uma area bem estabelecida, ainda ha lacunas no que diz

1 Estrutura secundaria — padrdes estruturais definidos pela organizacéo dos aminoacidos da biomolécula
[1]. As estruturas secunddrias mais conhecidas sdo as folhas-3 e hélices-a.

2 Auto-organizacio — também chamada de automontagem ou dobramento. Os termos utilizados em
inglés sao folding e self-assembly.

3 Estrutura tercidria — estrutura tridimensional da proteina completamente enovelada. H4 ainda a
estrutura quaternaria que se refere a uma organizagao definida pela agregacao de multiplas estruturas
tercidrias.

& Instituto de Fisica — UFG
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respeito a compreensao da dindmica da auto-organizagao e como as interagoes moleculares

mantém as estruturas em conformagoes estaveis [22].

Aminoacidos apolares Aminoécidos polares
) o] o)
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Figura 1.2: Férmula molecular dos 20 aminoéacidos codificados no genoma humano,
organizados segundo as propriedades de suas cadeias laterais (R). As cadeias laterais (R),
que distinguem as propriedades fisicas e quimicas de cada aminoacido, estdao marcadas
em vermelho. Para detalhes sobre a hidrofobicidade e a propensao de cada aminoacido
em formar folhas-f ou hélices-«, as referéncias [2,24,25] podem ser consultadas.

Atualmente, é sabido que a auto-organizagao envolve varias forgas (interagoes
eletrostaticas, hidrofobicas e de van der Waals, interacoes m — m, ligacoes de hidrogénio
e ligagoes de hidrogénio mediadas por dgua) [26-28] e pode ser afetada pelas condigoes
do meio, tais como, tipo de solvente, pH e temperatura [29, 30]. Ressalta-se que estas
interagoes nao covalentes, apesar de menos intensas que as covalentes, sdo suficientes
para produzir estruturas robustas e organizadas [31-33]. Embora estas interagoes tenham
sido identificadas, determinar a forma final adquirida pelas proteinas e pelos peptideos
ainda é um desafio. Sendo assim, investigacoes tedricas de um ponto de vista atomistico,
que buscam elucidar a dinamica destas interagoes, e como elas mantém estaveis as
estruturas, ainda se fazem necessarias, principalmente porque o conhecimento cada
vez mais detalhado dos mecanismos da auto-organizacao levaria o desenvolvimento de
nanoestruturas a uma vanguarda, tornando possivel construir novas arquiteturas, com
formas nao encontradas na natureza até o momento, possibilitando o desenvolvimento
econdmico e a redugdo de impactos ambientais dos materiais atualmente existentes [34].
E nesta perspectiva que surge a proposta da presente tese.

Nosso estudo foca em caracterizar estruturas formadas por peptideos, macromo-
léculas menores que as proteinas. Embora a natureza comumente utilize proteinas como

blocos de construcao de materiais funcionais, sequéncias de poucos aminodcidos (pepti-

& Instituto de Fisica — UFG
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deos) também podem se auto-organizar em nanoestruturas altamente sofisticadas [35].
Dessa forma, a area de nanotecnologia baseada em peptideos também se encontra em
expansao acelerada [35,36]. Além de apresentarem diversas aplicagoes, as estruturas for-
madas por peptideos sdo particularmente importantes na compreensao dos mecanismos
envolvidos na auto-organizacao, tanto porque os peptideos sao mais facilmente sintetiza-
dos quanto porque a investigacao da forma estrutural adquira por elas é menos complexa.
Sendo assim, a partir dos peptideos é possivel entender como estruturas mais elaboradas
sao formadas, além de possibilitar o uso como blocos de construgoes para o desenvolvi-
mento de arquiteturas mais robustas.

Ao longo dos anos, observou-se que os peptideos podem se organizar em diversas
formas estruturais, que incluem nanotubos, nanofibras, nanoesferas, nanovesiculas, misce-
las, nanomembranas, filmes, nanofitas, hidrogéis, dentre outras [8,11,12,26,37-42]. Estas
nanoestruturas tém sido utilizadas no desenvolvimento de nanomateriais com excelentes
propriedades, tais como: biocompatibilidade, bioatividade, biodegradabilidade e flexibili-
dade [27,37,43-46]; encontrando solo fértil em aplicagdes bioldgicas e medicinais, espe-
cialmente no transporte de drogas [8-12,36,47], como agente antimicrobiano [15,47-50],
como andaimes na engenharia de tecidos [14,51], na hemostasia® [13], na estabilizacio
de proteinas de membranas [35,52], de suspensoes coloidais [53] e de complexos fotossin-
téticos [41]5. De forma particularmente importante, recentemente, peptideos construidos
para se auto-organizar em nanoarquiteturas especificas tém se mostrado como biomate-
rais de grande potencial para o desenvolvimento de vacinas, podendo ser utilizadas tanto
como antigenos, quanto como adjuvantes, com vantagens quando comparadas as vacinas
baseadas em proteinas [54,55].

H4 uma diversidade de peptideos conhecidos, entre eles, se destaca a classe
de peptideos do tipo surfactantes (SLPs) [11, 37-42]°, que sdo anfifilicos. Os SLPs
possuem semelhancas com lipidios, no sentido de serem anfifilicos, mas se diferenciam pela
organizacao estrutural, principalmente porque na manutenc¢ao de estruturas formadas por
peptideos as LHs sdo essenciais, o que nao ocorre nas estruturas lipidicas. Além disso, os
SLPs possuem apenas uma cauda hidrofébica, enquanto os lipideos comumente possuem
duas. Recentemente tém surgido estudos de peptideos do tipo surfactantes conhecidos com

gemini, que possuem duas caudas hidrofébicas. Estes peptideos tém apresentado grande

4 Hemostasia se refere a resposta fisiolégica do corpo para a prevencio e interrupcio de sangramento e
hemorragias.

Complexos fotossintéticos, proteinas localizadas na membrana do cloroplasto, sdo capazes de transfor-
mar a energia solar com altissima eficacia.

Do inglés Surfactant-like peptides (SLPs). SLPs sdo anfifilicos, isto é, peptideos constituidos por
aminoacidos apolares formando uma cauda hidrofébica e aminoacidos polares carregados formando
uma cabeca hidrofilica.

5
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potencial de aplicagoes [36], reforgando que insights de novos peptideos e nanoestruturas
peptidicas, a partir de outras ja conhecidas, estao sempre presente quando se trabalha
com aglomerados de aminodacidos. Entre as diversas nanoestruturas formadas por SLPs
[11, 37-42], neste trabalho, nés estudamos aquelas do tipo membranas e fibras com
dimensbes nanométricas, utilizando simulacdes de DM.

As nanoestruturas peptidicas sdo mais que nanocomponentes estaticos, portanto,
é importante compreender a dindmica temporal do processo de auto-organizagao. Dessa
forma, uma importante abordagem para o estudo de nanomateriais formados por pepti-
deos, e das interagoes que estabilizam as nanoestruturas, é a Dindmica Molecular (DM).
Por meio desta técnica, é possivel compreender, em nivel atomistico, como sao as inte-
racoes moleculares entre os peptideos e como eles estdo organizados compondo as estru-
turas. Sendo assim, este trabalho busca estudar, via simulagoes de DM, a versatilidade
estrutural de aminodacidos agregados, especialmente os que se auto-organizam formando
nanomembranas, Cap.3, e nanofibras, Cap.4. A partir da modelagem computacional, em
nivel atomistico, de nanomembranas e nanofibras peptidicas, buscaremos elucidar como a
dinamica das interacoes moleculares propicia a estabilidade destes tipos de arquiteturas.

No Cap.3, faremos um estudo de 9 nanomembranas, compostas por peptideos
do tipo surfactante (SLPs), a saber 1) I3V3A3G3K3 e K3G3A3Vsls; 2) AgH, e AgHs;
3) LXGK (X = Q, S, N, G, L), com o intuito de realizar uma caracterizagao
tedrica das estruturas, evidenciando as interagoes coulombianas e vdW e as ligacoes de
hidrogénio entre os aminodcidos destas nanomembranas, além de indicar algumas possiveis
aplicacoes. As nanomembranas I3V3A3G3K3 e K3G3A3V3l3 sao formadas por peptideos
compostos pelos mesmos aminodcidos, mas ligados em sequéncias primérias invertidas. As
nanomembranas AgH, e AgH;s possuem superficies formadas por residuos de histidina (H)
onde os atomos de hidrogénio se encontram em duas posic¢oes diferentes no anel aromatico,
épsilon (€) ou delta (0). Em seguida, realizamos o estudo das nanomembranas [3XGK
(X =Q, S, N, G, L). Quando, na posicao X, ha residuos polares, Q, S e N, espera-
se que ocorra a formacao de ziperes polares ligando folhas-3 vizinhas. Este fendmeno
é particularmente importante porque a partir dele estruturas complexas podem ser
formadas. No Cap.4 serao estudadas duas nanofibras, uma composta por peptideos com
a sequéncia primaria direta, G3A3V3I3K3, e outra com a sequéncia reversa, K3I3V3A3Gs.

Como panorama, no Cap. 2, apresentaremos uma revisao tedrica sobre o método
de DM, explicando suas equagoes béasicas, os algoritmos utilizados para resolvé-las e
como sao realizadas simulagoes de DM em diferentes ensembles. Indicaremos como extrair
resultados desejados a partir da trajetéria de DM, com o auxilio da Fisica Estatistica (FE).
Nos Cap. 3 e 4, apresentamos os resultados relacionados as nanomembranas e nanofibras,
respectivamente, contemplando um estudo tedérico que possibilite a compreensao da
agregacao de aminoacidos formando nanoestruturas peptidicas especificas. No Cap. 5

apresentamos as conclusoes desta tese.
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CAPITULO

ASPECTOS TEORICOS

Neste capitulo, serao abordados os principais aspectos teodricos relacionados a
Dindmica Molecular (DM). Inicialmente, detalharemos as equagoes fundamentais que
regem o movimento das particulas de um sistema e faremos uma breve introdugao sobre
alguns algoritmos de integracao utilizados para resolvé-las. Em seguida, apresentaremos
as ideias centrais sobre o campo de forca, que define o potencial de interacao entre as
particulas em uma simulacao de DM, e faremos a conexao da DM com a FE, indicando
como ¢ possivel obter propriedades estruturais, energéticas, termodinamicas e dindmicas
dos sistemas estudados, a partir da simulacao computacional em diferentes ensembles. Por

fim, apresentaremos outros detalhes pertinentes ao assunto.

2.1 Simulacoes computacionais

As primeiras simulagoes computacionais foram realizadas hé cerca de 70 anos nos
laboratérios de Los Alamos, nos Estados Unidos, utilizando o computador mais poderoso
disponivel aquela época, conhecido como MANTAC! [56]. Desde entdo, a drea de simulagio
computacional se desenvolveu bastante e, atualmente, suas ferramentas sao utilizadas por
pesquisadores de diversos campos da ciéncia, permitindo a observacao de fendomenos onde
abordagens puramente experimentais nao sao suficientes, ou impossiveis.

As simulagdes computacionais desempenham um papel duplo, sendo uma espécie
de ponte entre modelos e predigoes tedricas com resultados experimentais. Em principio,
o resultado de uma simulacao computacional é comparado com resultados experimentais,

fornecendo um teste para avaliar o modelo usado na simulagao, e, eventualmente, se o

! Do inglés, Mathematical Analyzer, Numerical Integrator, And Computer: an early Los Alamos compu-
ter.
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modelo é adequado, a simulacao pode oferecer insights tanto para a compreensao de
resultados ja obtidos experimentalmente quanto para fazer novas previsoes.

Os modelos utilizados nas simulagdes precisam ser robustos e exaustivamente
testados, fazendo comparagoes tanto com parametros obtidos a partir de calculos de
Mecénica Quéntica (MQ) quanto através de técnicas experimentais, tais como Difragao
de Raios-X (DRX) e de néutrons, Ressondncia Magnética Nuclear (RMN), infravermelho,
dentre outras. Uma vez que bons modelos sao desenvolvidos, os resultados das simulacoes
de um determinado sistema podem trazer previsbes mesmo antes da sua preparac¢ao
experimental [56]. Entao, em condigdes em que a realizagdo de um experimento seja
extremamente complicada, altissimas temperaturas e pressoes, por exemplo, as simulacoes
computacionais podem ser utilizadas. Devido a forma em que as simulagoes sao conduzidas
e aos cuidados metodolégicos necessarios, tanto para obtencao de resultados quanto para
suas analises, elas sao, frequentemente, chamadas de experimentos computacionais.

Entre as diversas areas em que as simulagdes computacionais tém sido utilizadas,
a area de Mecanica Molecular (MM) merece destaque. Os métodos de MM buscam imitar o
comportamento de atomos e moléculas no sistema. De maneira geral, com o auxilio da FE,
estes métodos permitem que a partir de detalhes microscépicos de um sistema (massa dos
atomos, geometria molecular e interagdes entre os atomos), propriedades macroscopicas
de interesse experimental (coeficiente de transporte, pressdo, energia, equacao de estado,
etc.) sejam obtidas [56].

Apés estudos iniciais envolvendo pequenas moléculas rigidas [57] e hidrocarbo-
netos flexiveis [58] a MM, por meio de simulagbes computacionais, se desenvolveu rapi-
damente permitindo que sofisticados problemas de interesse fisico, quimico e biolégico
fossem estudados [56], tais como proteinas, lipidios, dcidos nucleicos, carboidratos [59], e
até supercapacitores organicos [60]. Atualmente, a MM tem auxiliado no desenvolvimento
de diversas aplicacoes na area de nanomateriais, uma vez que, utilizando computadores
especiais, em grandes centros de pesquisa, simula¢oes com até milhdes de atomos po-
dem ser realizadas. Além disso, nestes centros, é possivel realizar simula¢des por tempos
bastante longos, permitindo, inclusive, que o processo de enovelamento de uma proteina
(na escala de micro e até milissegundo) seja estudado. Este avango se deve tanto ao ra-
pido desenvolvimento dos hardwares, hoje qualquer computador pessoal tem capacidade
de processamento e armazenamento superior a disponivel na época de surgimento das
simulagoes computacionais, quanto ao refinamento teérico dos métodos de MM.

Entre os diversos métodos de MM, a DM merece atencao. As simulacoes de
DM sao amplamente utilizadas para estudos de diversos tipos de sistemas fisicos com
muitos atomos, em especial aqueles envolvendo peptideos e lipidios. Em sintese, a
DM ¢é um método que obtém a variagao temporal das posicoes e velocidades de um
sistema de particulas submetidas a um potencial de interacdo V(r) e, a partir das

informagoes microscépicas (posigoes e velocidades dos dtomos), permite a obtengao
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de informagoes macroscopicas, com o auxilio da FE. Ao final da década de 1950, os
primeiros passos do método de DM se concentraram em modelar o comportamento
de liquidos a partir de interagoes entre esferas rigidas [61,62]. Alguns anos depois, as
primeiras simulac¢oes utilizando potenciais de interagdo mais realista foram realizadas
para atomos de argonio [63] e para dgua liquida [64]. A partir de entdo, esta técnica
evoluiu, permitindo que diversos tipos de sistemas fossem estudados [59]. Por exemplo, G.
Colherinhas et. al. tém realizado estudos principalmente envolvendo sistemas peptidicos e
lipidicos [9,26,42,44,60,65-69] e demonstrado que excelentes resultados (comparaveis aos
experimentais) podem ser obtidos com o uso da DM, possibilitando a predi¢do de novos
nanomateriais e aplicagoes em bionanotecnologia.

A DM é um método baseado na utilizacdo de campo de forgca empirico. Os
métodos empiricos apesar de apresentarem uma série de limitagoes, por nao considerarem
efeitos quanticos, ainda sdo capazes de produzir bons resultados dependendo do sistema
estudado. Em uma hierarquia de aproximagoes, primeiramente vém os métodos quanticos
sem aproximagoes, seguidos pelos métodos quanticos com aproximagoes e pelos métodos
semiempiricos e, s6 entao, se chega aos métodos empiricos. Logo, o desejavel é que os
sistemas fisicos sejam tratados por meio de célculos quanticos. No entanto, o tratamento
de efeitos quanticos s6 é possivel, atualmente, para sistema com poucos dtomos. O estudo
de nanoestruturas peptidicas, como as que serdo apresentadas nesta tese, é factivel por
meio de métodos empiricos. Além disso, as simulagoes de DM tém apresentado excelentes
resultados no tratamento destes sistemas o que justifica sua utilizagao [9,26,42,44,60,65—
69].

2.2 Fundamentos da Dinamica Molecular

Nesta secao, detalharemos as equagoes fundamentais da DM. De forma simplifi-
cada, a DM consiste em resolver, durante um tempo ¢, as equagoes de movimento classicas
(evoluir temporalmente o sistema) para um sistema de N particulas interagindo por meio
de um potencial V(r) [56].

2.2.1 Equacoes de movimento

Uma forma fundamental de se descrever a evolugao temporal de um sistema fisico

¢ por meio da equagao de movimento de Lagrange [70],

d(oc\ (or
4 <8qk> _ <8qk> o, (2.2.1)

onde a Lagrangiana, £(q,q,t), fungdo das coordenadas generalizadas ¢ e das suas

derivadas parciais com respeito ao tempo ¢y, (velocidades), é definida em termos da energia
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cinética (K) e potencial (V),

L=K-V. (2.2.2)

Considerando a definicao usual de energia cinética,

K = ﬁjz Pio (2.2.3)

Y
o e 2mi

onde a soma em « corre sobre as diferentes componentes do momento (x,y,z), e um
potencial de interacao )V, dependente das posicoes das particulas, na Lagrangiana do
sistema, é possivel escrever, utilizando a Eq. (2.2.1), a equacao de movimento de um

sistema de dtomos com coordenadas cartesianas r; da seguinte forma [70],

m¥; = 1, (2.2.4)

sendo m; a massa do atomo 7 e

f= -V, V. (2.2.5)

a forca no atomo i. A Eq. (2.2.4) é conhecida como equagao de movimento do sistema de
N particulas sujeitas ao potencial V no formalismo Newtoniano. Logo, para um sistema
com n graus de liberdade, pela equagdo de Lagrange, Eq. (2.2.1), obtém-se n equagoes
diferenciais de 2% ordem no tempo, Eq. (2.2.4).

H&4 uma outra maneira equivalente para se obter as equagodes de movimento para
o sistema, a abordagem Hamiltoniana [70]. Nesta abordagem, o movimento de um sistema
com n graus de liberdade é governado por 2n equacoes de 1? ordem no tempo. Para obter

estas 2n equacgoes, primeiramente definimos o momento candénico,

oL
= — 2.2.6
PE = g (2.2.6)
e a funcao Hamiltoniana,
H(a,p) = pr — L(q,4). (2.2.7)
k

Escrevendo ¢ como uma fun¢ao do momento conjugado e realizando uma transformada
de Legendre da Hamiltoniana, obtemos as equagoes de movimento na forma Hamiltoniana
[70],

. OH

Ik = B (2.2.8)
: oH
Di = ——&]k. (2.2.9)

& Instituto de Fisica — UFG



Capitulo 2. ASPECTOS TEORICOS 41

Para um potencial V, independente das velocidades e do tempo, a Hamiltoniana

¢ igual a energia total do sistema [70], isto &,

H(a,p) = K(p) +V(a). (2.2.10)

Para um sistema de coordenadas cartesianas e utilizando a energia cinética dada pela Eq.
(2.2.3) e um potencial de interacao V dependente das posi¢oes das particulas, as Egs.
(2.2.8) e (2.2.9) se tornam,

I = 7% (2.2.11)
pi=—-V,V=1. (2.2.12)

Logo, para evoluir o sistema, é possivel utilizar tanto a equacao de Newton,
Eq. (2.2.4), quanto as equagbes de Hamilton, Eqs. (2.2.11) e (2.2.12). Os algoritmos
de integracdo, a serem discutidos na Segdo (2.2.2), comumente utilizam a equacao de
movimento na forma Newtoniana, Eq. (2.2.4). No entanto, a abordagem Hamiltoniana,
nos permite enunciar uma importante Lei de Conservacao, a conservacao da energia. Para
um sistema cuja Hamiltoniana ndo dependa explicitamente do tempo, i.e., 9H /0t = 0, a

derivada total da Hamiltoniana em relacao ao tempo pode ser escrita como,

LA ( dx + ngk> — 0. (2.2.13)

Assim, as equagoes de movimento na forma Hamiltoniana, Eqs. (2.2.8) e (2.2.9), levam
a conservacao da energia total do sistema. Deve-se lembrar que a exigéncia para a
conservacao da Hamiltoniana é que nao haja atuacao de forcas explicitamente dependentes
do tempo no sistema. Este resultado, mostra que a integragao das equag¢oes de movimento
leva o sistema a configuragdes que conservam a energia e sera importante para entender
o tipo de ensemble estatistico em que a trajetéria da DM esta sendo produzida, a saber:
ensemble microcanénico (NVE).

Para realizar uma simulacao de DM, primeiramente, sao estabelecidas as con-
digbes iniciais, posigdo e velocidade de todas as particulas (que serdao utilizadas para
determinar o potencial V de interagao das particulas) que compde o sistema. O préximo
passo de um programa que executa a DM é determinar as posigoes e velocidades de cada
particula em etapas posteriores, produzindo, assim, uma trajetoria no espago de fase a
partir da qual se obtém propriedades termodinamicas, estruturais e dindmicas do sistema
de interesse. Sendo assim, é preciso resolver as equacoes de movimento do sistema. Um
ponto importante é compreender como se da a resolucdo destas equagoes (utilizando os

algoritmos de integracao) para as particulas, permitindo evoluir o sistema temporalmente.
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2.2.2 Algoritmos de Integracao

Para resolver a Eq. (2.2.4), ou as Egs. (2.2.11) e (2.2.12), existem diversos métodos
(algoritmos de integragdo ou integradores), cada um apropriado a um tipo de sistema.

Inicialmente, ressaltamos algumas caracteristicas desejéveis de um integrador [56]:

a) ser rapido e utilizar pouca meméria computacional;
b) permitir a utilizagdo de passos temporais, 0t, de simulagbes mais longos;

c) satisfazer as leis de conservagdo de energia e momento, além de ser reversivel no

tempo;
d) ser simples e facil de programar.

Os integradores baseados nos Métodos de Diferencas Finitas (MDF) sdo bastante
convenientes. Um MDF consiste em descrever uma fungao continua de forma discreta e
assim expressar uma derivada em termos dos valores da fung¢ao em intervalos de tempos
sucessivos (diferenga para frente, diferenca para tras, ou diferenca central); tornando
possivel que derivagoes e integragoes sejam realizadas utilizando cdlculo numérico [71].
Por meio destes métodos, as equagoes de movimento sao resolvidas passo-a-passo, a cada
intervalo de tempo dt. Em geral, o passo temporal, (§t), é muito menor que o tempo
tipico para uma molécula percorrer seu préprio comprimento [56]. Nas proximas segoes,
optamos por descrever trés algoritmos de integragao bastante conhecidos, algoritmo de
Verlet [72], Leap Frog [73] e Velocity Verlet [56,74], ressaltando as vantagens e a precisao
de cada um deles. No entanto, ha diversos outros algoritmos de integracao disponiveis.
Dentre eles, merecem destaque os algoritmos de Runge-Kutta e preditor-corretor [56,71].
Nesta tese, as simulagoes de DM foram realizada utilizando o algoritmo de Leap-Frog, no
entanto, consideramos importante descrever outros algoritmos, de maneira que os futuros

leitores possam ter um entendimento mais amplo do assunto.

2.2.2.1 Algoritmo de Verlet

Desejamos resolver a equagao de movimento de Newton, Eq. (2.2.4), de forma
que sabendo a posi¢ao r; da particula ¢ no tempo t, possamos avaliar a sua posicao em
um tempo infinitesimal posterior (¢ 4 0t). Podemos fazer isto utilizando uma expansao

temporal em Taylor em torno de r;(t), truncando a expansao em 22 ordem,

ot?
it + 0t) = 1i(t) + Otfi(t) + 5 Ea(t) + V(6t%). (2.2.14)
Utilizando a Eq. (2.2.14) ja terfamos condi¢oes de determinar a posi¢ao de cada particula
em um tempo &t posterior, a partir do conhecimento da posicao, da velocidade e da

aceleragao (obtida por meio do gradiente do potencial) no tempo ¢. Esta abordagem é
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conhecida como método de Euler [71]. Nota-se que pelo método de Euler a aproximagao
introduz um erro da ordem de §t3. Em geral, o valor de dt deve ser cuidadosamente
escolhido de maneira a nao produzir instabilidades numeéricas.

Para melhorar a precisao deste método, reduzindo o erro associado ao incremento
de tempo (tornando a ordem do erro maior), Verlet utiliza o fato de que também pode
ser realizada uma expansdo em Taylor em torno de r;(¢) para avaliar a posigio em um

intervalo de tempo infinitesimal anterior —dt, ou seja [56,71,75],

2
ri(t — 6t) = 1;(t) — oti;(t) + (Z"r}(t) —9(0t?). (2.2.15)

Somando as Eqgs. (2.2.14) e (2.2.15), obtém-se,
ri(t 4 6t) = 2r;(t) — 15(t — 5t) + ¥(¢)5t% + 0(5t%). (2.2.16)

A Eq. (2.2.16) permite a evolugao da posi¢ao associada ao método de Verlet [56,71,75].
Nota-se que sdo necessirias as posi¢bes em um instante ¢ anterior, r;(t), e em dois
instantes anteriores, r;(t — 0t), & que desejamos determinar, r;(t + 0t). Além disso é
necessario conhecer a aceleragdo na qual a particula estd sujeita no instante t, ¥;(t).
A cada passo, as posicoes das particulas mudardo, e, consequentemente, o potencial
de interacao. Dessa forma, é necessario calcular o valor da aceleracdo a cada passo da
simulagao. Entre um incremento de tempo e outro, a aceleragao é considerada constante
porque desconsideramos os valores de ¥';(t) (variagao da aceleracao em fungao do tempo)
na expansao de Taylor. Vemos que o erro introduzido no método de Verlet é da ordem
de 9(6t*). Assim é possivel utilizar incrementos dt maiores que no método de Euler sem
introduzir instabilidades numéricas.

A velocidade nao aparece explicitamente nas equagoes que determinam as trajeto-
rias no método de Verlet. No entanto, para verificamos a conservagao da energia durante
a evolucao do sistema, e assegurar que o espaco de fase no ensemble NVE esta sendo
mapeado, é necessario calcular a energia total do sistema. Sendo assim, precisamos da ve-

locidade de cada particula em cada instante de tempo. Para fazer isto, podemos subtrair

as Egs. (2.2.14) e (2.2.15) para obter [56,71,75],

ri(t + 6t) — r;(t — 6t) = 2i(¢)0t + 9(0t?), (2.2.17)

de onde podemos isolar 1;(t) e chegar a,

i (1) = SO &)2;;2' (E=0D) |y (617) . (2.2.18)

Vemos que o erro na velocidade associado ao incremento de tempo é grande, da ordem

de ¥(5t?). Além disso, podem surgir problemas numéricos por ser necessiria a divisao

por numeros pequenos (dt). Outro inconveniente deste algoritmo é que as posigoes e
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as velocidades sao avaliadas em tempos distintos uma vez que para calcular o valor da
velocidade da particula ¢ no tempo ¢, ¥;(t), é preciso saber a posigdo da particula i no
tempo posterior, r;(t + dt).

Ao final de um tempo de simulacao t sera gerada uma trajetoéria, conjunto de
posicoes e velocidades das particulas calculadas a cada intervalo de tempo dt. Esta
trajetéria é utilizada para o célculo de grandezas fisica por meio da FE. Esta conexao

serd apresentada na Secao (2.4).

2.2.2.2 Algoritmo de Leap-Frog

Outro método bastante utilizado para integrar as equacoes diferenciais de movi-
mento é desenvolvido por meio de uma modificagao no algoritmo de Verlet, chamado de
Leap-Frog [73,75,76]. Neste método ha melhoria de desempenho na obtengao da veloci-
dade, calculada explicitamente sem a necessidade de realizar divisdes por 0t [75,76]. Neste
método, ¢é necessario o célculo das velocidades na metade do intervalo de tempo, (0t/2).
Pensando em uma expansao em Taylor da velocidade em torno do tempo t para avaliar o
valor da velocidade em um intervalo de tempo (d¢/2) posterior e truncando em 12 ordem,

obtemos,
I (t + 5;) =1(t) + 'fi(t)(;t + 9(612). (2.2.19)
A Eq. (2.2.14) pode ser reescrita na forma,
. Lt .

Sendo assim, substituindo a Eq. (2.2.19) na Eq. (2.2.20), obtemos,

Aqui temos a equagao que permite evoluir as posi¢oes de cada particula do sistema desde
que seja conhecida a velocidade em (t + d§t/2). Para obter este valor de velocidade em
(t 4 6t/2) podemos realizar uma expansao em Taylor em torno de ¢ obtendo a velocidade

em um intervalo de tempo (—dt/2) anterior,

. t\ . Lt )
i ( - 2) = i(t) — 5.(1) 5 + V(68), (2.2.22)

de maneira subtraindo as Egs. (2.2.19) e (2.2.22), chegamos a

i (t + 5;) — 1y (t — 5;) = 'r'l-(t)Qgt + 9(5t%). (2.2.23)

Assim, conseguimos isolar a velocidade no tempo (t + %), isto é,
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I (t + 5;) =1 (t - 5;) + 1 (1)t + 9(0t?). (2.2.24)

Logo, notamos que para iniciar este algoritmo precisamos fornecer a velocidade em um
tempo (t — dt/2). O valor da velocidade da Eq. (2.2.24) é utilizado na Eq. (2.2.21) para
evoluir a posicao da particula 7.

Para obter uma expressao para a velocidade no tempo t, basta somar as Egs.
(2.2.19) e (2.2.22) e concluir que,

Ii(t) = f <t i %) ;r <t — %) + 9(5t?). (2.2.25)

Vemos que o erro na velocidade continua sendo da ordem de 9(5t?), e a velocidade e a

posicao sao calculadas em tempos distintos, no entanto, neste método as velocidades sao
calculadas explicitamente e nao ha problemas numéricos causados pela necessidade de se

realizar divisdes por niimeros pequenos (dt), como no caso de Verlet [75,76].

2.2.2.3 Algoritmo de Velocity-Verlet

Uma alternativa de integrador, também baseado no método de Verlet, é o algo-
ritmo de Velocity-Verlet [56,74]. Este algoritmo embora precise do célculo da velocidade
em um tempo intermediério, (dt/2), traz a vantagem de permitir o calculo da velocidade
no mesmo tempo em que se calcula a posigao, t + dt, ao contrario dos métodos de Verlet
e Leap-Frog [56,75]. Neste método a posigao e a velocidade das particulas sdo atualizadas

pelas seguintes expressoes [56, 75]:

ri(t + 0t) = r;(t) + 1; (t + 5;) 5t + V(5t*) (2.2.26)

¥;(t) + 1 (t + 0t)
2
Estas expressoes podem ser obtidas partindo das equagoes da posicao e velocidade do

Pi(t+ 0t) = 1i(t) + 5t + 9(6t%). (2.2.27)

método de Verlet, Eq. (2.2.16) e Eq. (2.2.18). A fins de implementagao computacional do

método, o algoritmo calcula primeiramente a velocidade na metade do intervalo de tempo,

I (t + 5;) =1;(t) + ;i‘i(t)ét (2.2.28)

e, em seguida, este resultado, Eq. (2.2.28), é utilizado para o cdlculo das posicoes,

ri(t 4 6t) = ri(t) + ¥ (t + 5;) +9(6th), (2.2.29)

e velocidades,
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Bi(t+ 6t) = £ (t 4 5;) + ”(t;&)& +9(582), (2.2.30)

da particula ¢ no tempo (¢ + dt), ou seja, ap6s a particula i ter evoluido um incremento
inteiro de tempo, ¢ [75]. E como se evoluissemos as velocidades para a metade do intervalo
de tempo e, entao, este valor da velocidade (na metade do intervalo de tempo) fosse
utilizado para calcular as posi¢oes no intervalo inteiro de tempo, t + dt. Apés isso, a forca
é calculada, o que permite obter o valor da acelera¢ao a(t + dt), a qual é utilizada para
calcular a velocidade no tempo (t + dt), completando um passo. A implementacao das
Egs. (2.2.28), (2.2.29) e (2.2.30) em um cédigo computacional é facil e quase direta. Este
método, além de ser numericamente estavel, é bastante simples e conveniente; ele tem
mostrado excelentes resultados para a conservacao da energia, dependendo do valor de ot
utilizado [56].

2.3 Campo de Forca

Para resolver as equacoes de movimento das particulas do sistema, conforme
abordado na Secao (2.2.2), é necessario conhecer como sao as interagoes entre elas, ou
seja, o potencial V(r). Na DM, este potencial é definido por meio de campo de forga.
Antes de fornecer uma defini¢ao para um campo de forca, vamos ressaltar alguns detalhes

importantes:

(i) Os métodos baseados em campo de forga (também chamados de MM ou métodos
empiricos) ignoram o movimento dos elétrons e calculam a energia do sistema como
uma funcao da posi¢do do nucleo, tratado classicamente. O efeito dos elétrons
é considerado de forma indireta ao se ajustar uma forma analitica e parametros
(constantes que dependem de quais 4tomos estdo interagindo) na obten¢ao de um
potencial que coincida e/ou se aproxime do potencial de interacdo destes dtomos,
obtido de forma experimental ou por meio de calculos de MQ. Desta forma, o
efeito dos elétrons esta embutido na forma e nos parametros do campo de forca.
Assim, informagoes sobre as ligagoes devem ser fornecidas explicitamente ao invés
de serem resultado da solugao da equagao de Schrédinger [56]. Portanto, o potencial
deve conter as informagoes relevantes a respeito das interagoes intramoleculares e
intermoleculares. Geralmente, o potencial é um conjunto de parametros de entrada

para os programas de simulacoes computacionais;

(ii) Uma aproximacao muito utilizada nas simulagoes computacionais consiste em sepa-
rar as contribuicoes para a energia potencial devido as interacoes intermoleculares

em termos envolvendo pares, trios etc. de particulas. Considerando um sistema de
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(iii)

N atomos, o potencial pode ser dividido em termos que dependa das coordenadas

de pares de atomos, trios de dtomos etc. [56], isto é,

V= Zvl )+ D vt ry) + Y>> vs(riry,r) (2.3.31)

i > i J>i k>j
onde o primeiro termo representa o efeito de um campo externo ao sistema e
os demais representam as interacoes entre as particulas: interagao entre pares
de particulas, trios de particulas etc. Embora o terceiro termo seja relevante,
comumente os programas computacionais utilizam apenas o segundo termo, ou seja,
trucam o potencial na interagao por pares de atomos [56]. O efeito médio da interagao
de trés (ou mais) corpos é parcialmente incluida ao se definir um potencial efetivo

de pares [56],

V=2 nr) )+ 30> vl (xy). (2.3.32)

1 J>0
O potencial de pares depende da distancia de separacao entre as particulas i e 7,
Iri;| = |r; —r;|. Dessa forma, por simplicidade, escreveremos o potencial apenas
como vy(r;;). Este potencial efetivo de pares representa o efeito de muitos corpos.
Portanto, ao longo deste capitulo, quando nos referirmos a interacao de pares no
potencial de Lennard-Jones (LJ) e de Coulomb, por exemplo, estamos nos referindo
a interacao efetiva de pares. Apesar desta aproximacao, os resultados obtidos,
considerando apenas as interagoes por pares, sao, para alguns sistemas, bastantes

semelhantes aos conseguidos por meio de calculos quanticos;

Nos métodos baseados em campo de forca as moléculas sdo descritas por esferas e
molas, isto é, atomos de diferentes tamanhos e dureza sao representados por esferas
e as ligagoes entre eles sao representados por molas, que podem possuir diferentes

comprimentos e rigidezes [76].

Apos ter explicitado estes detalhes importantes, finalmente podemos fornecer uma

defini¢ao para um campo de forca. Dizemos que um campo de forca se refere a uma forma

funcional para descrever o potencial de interacao intramolecular e intermolecular de um

conjunto de atomos, bem como aos parametros que determinam o potencial de uma dada

configuragdo [56,76,77]. Por exemplo, se desejamos modelar um sistema composto por

moléculas de C'Hy, devemos considerar que hé interagoes intramoleculares que mantém

cada atomo de hidrogénio ligado ao atomo de carbono, a intensidade dessas ligacoes,

bem como a distdncia de equilibrio entre os atomos de carbono e hidrogénio. Ainda, é

preciso possibilitar que eles possam vibrar em torno de uma posicao de equilibrio, e, até

mesmo, rotacionar em torno de determinado eixo. Além disso, precisam ser consideradas

as interacoes intermoleculares, que sao interacoes nao ligadas, devidas as cargas e aos
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momentos de dipolos dos atomos envolvidos, a correlagao eletronica e a repulsao devida
ao principio da exclusao de Pauli.

Geralmente a forma funcional e os parametros sdo obtidos de forma sistematica a
partir de trabalhos experimentais e de calculos de MQ, como mencionado anteriormente.

A Eq. (2.3.33) apresenta uma forma funcional comumente utilizada em diversos campos

de forga,
1 9 1 2
Vo S gt Y Sou- s
ligagdes angulos
+ 30N kpn [cos (ngijp + 6n) + 1+ (2.3.33)
torcao m

i Aij By

+ Z &‘i‘ 1% o 6]

nao—ligadas 471'607’1‘]‘ Tij Tij

A Figura (2.1) traz uma representagao de cada um dos termos presentes nesta expressao.
Os trés primeiros termos se referem as interagoes ligadas, intramoleculares. O primeiro,
conhecido como estiramento, se refere a interacao entre pares de atomos ligados e é
modelada por meio de um oscilador harmonico, permitindo que os atomos ligados possam
estirar em torno de uma posicao de equilibrio. Um potencial que melhor descreve a
ligacdo entre dois dtomos é o potencial de Morse [76], mas para muitos sistemas, a
aproximagcao harmonica é suficiente. O segundo termo, chamado de dobramento, busca
modelar variagoes angulares entre trés atomos e também utiliza o modelo de oscilador
harmonico. Nestes dois primeiros termos, temos um parametro k£ que representa a rigidez
e um termo do tipo (z—x¢) que descreve a oscilagdo em torno de uma posigao de equilibrio,
xo. O terceiro termo é um potencial de tor¢ao, que surge quando ha quatro atomos ligados,
e busca modelar como é a variacdo na energia quando ocorre a torcao de uma ligacao.
Este termo é modelado por uma soma de cossenos. O quarto termo se refere as interacoes
nao ligadas, descritas pelo potencial de Coulomb e LJ, respectivamente. Este potencial é
calculado para pares de atomos (i e j) que estdo em diferentes moléculas ou que estao na
mesma molécula, mas separados por pelo menos 3 ligagoes. Uma descricao mais detalhada
sobre os potenciais intermoleculares serd dada na Secao (2.3.1).

E importante notar que além da forma funcional, para que o campo de forca fique
definido é preciso que sejam fornecidos também os valores dos parametros (k;, kg, ko, -..).
Assim, dois campos de forga que utilizem a mesma forma funcional, Eq. (2.3.33), podem
se diferir por meio de seus parametros e, dessa forma, nao é correto mistura-los.

Um campo de forca, normalmente, é parametrizado para predizer propriedades
especificas. Dessa forma, é necessario conhecer se o campo de forga a ser utilizado foi
parametrizado para obter as propriedades desejadas para o sistema de interesse. Embora
o campo de forca seja 1til para predizer outras propriedades que nao foram incluidas na

parametrizacdo, nao é necessariamente um erro caso ele falhe na descrigdo delas. Outro
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Figura 2.1: Representacao esquematica dos 5 principais termos de um campo de forca
tipico — estiramento, dobramento, torcao, interagoes eletrostaticas e interacdes de van
der Waals. Adaptada de Leach, 2001 [77].

ponto relevante é a transferibilidade tanto da forma funcional quanto dos parametros de
um campo de forca. Ou seja, o mesmo conjunto de parametros pode ser usado para uma
série de moléculas, desde que sejam semelhantes. Por exemplo, os mesmos parametros
utilizados para a molécula de pronano podem ser utilizados para as moléculas de etano,
butano e toda a familia de alcanos. Outro ponto importante é que comumente se leva em
consideracao o tipo de a&tomo no sistema e o ambiente quimico em que eles se encontram
para realizar a parametrizacdo. Em muitos campos de for¢a é necessario distinguir entre
atomos de carbono com hibridizacao sp3, sp* e sp.

E preciso reforcar, ainda, que o campo de forca é considerado empirico. Portanto,
nao se pode dizer que hd apenas uma forma correta para um campo de forca. Assim, é
extremamente importante ter consciéncia de que o campo de for¢a empregado no estudo
foi parametrizado para o sistema que se deseja estudar, além disso, se ele é capaz de
reproduzir com precisao as propriedades que se pretende observar.

E importante ressaltar que hd uma classificacio para os campos de forca,
de acordo com os termos presentes na sua forma funcional. Os campos de for¢a do
tipo I sao aqueles em que se consideram o estiramento, o dobramento, a torcao e os
termos nao ligados de van der Waals (vdW) e Coulomb, conforme apresentado na Eq.
(2.3.33). Nos campos de forga do tipo II sao adicionadas anormacidades e termos ctbicos,
considerando termos cruzados, ou seja, como a varia¢ao no angulo entre trés atomos altera
o comprimento das ligagdes entre pares de atomos. Ja os campos de forca do tipo III fazem
um tratamento mais preciso das interagoes eletrostaticas e consideram a polarizabilidade.

Por fim, nos campos de forca, existem diferentes niveis de simplificacao na
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descricao dos atomos. Os campos de forca que descrevem todos os dtomos do sistema
sao chamados de all atoms. Esta abordagem ¢é desejavel porque descreve de maneira
mais completa o sistema, mas pode ser computacionalmente proibitiva no estudo de
sistemas com uma grande quantidade de particulas. Uma primeira simplificacdo consiste
em unir os atomos de hidrogénio ligados aos atomos de Carbono, dando origem a
um pseudodtomo. Estes campos de forga sao denominados (united atoms). Uma maior
simplificacdo, denominada (coarse grained) considera que varios atomos podem ser
agregados formando uma particula tnica (um aminoécido inteiro pode ser considerado
apenas uma particula, por exemplo). Quanto maiores as simplificagbes, menor é o
custo computacional, no entanto, elas trazem consigo limitacoes intrinsecas e algumas

propriedades ficam proibidas de serem analisadas com o rigor necessario.

2.3.1 Interacoes Nao-ligadas

2.3.1.1 Potencial de Coulomb

Os elétrons sao atraidos para determinada regiao de uma molécula de acordo com
a eletronegatividade dos atomos que a constituem. Isso gera uma distribuicao de cargas
desigual na molécula mesmo nos casos em que ela seja considerada neutra. Assim, pode
haver interacoes eletrostaticas entre duas moléculas (ou mesmo entre diferentes partes
de uma mesma molécula) devido a distribuicdo de cargas na estrutura. Nos casos em
que as moléculas estao carregadas, ou sao moléculas polares, os efeitos da distribuicao de
cargas sao mais relevantes, mas além dos efeitos das interacoes carga-carga, também sao
importantes as interagoes dipolo-carga, dipolo-dipolo, quadrupolo-quadrupolo, ete. [56].
Existem algumas maneiras de se tratar a distribuicao de cargas e o calculo das interacoes
entre elas, sendo a mais utilizada aquela em que sao distribuidos pontos parciais de carga
na molécula e a interacao eletrostatica, entre as cargas i e j, é calculada por meio do
potencial de Coulomb [56,77],

4;9;
Vele = Z — (2334)

i 47'('6()7’2‘]‘

Dessa forma, a polarizagdo média é considerada de forma implicita. O importante nesta
abordagem é obter uma distribuicao de cargas que modele/reproduza com boa qualidade
as propriedades eletrostaticas das moléculas. Muitas vezes, uma distribuicao que modela
de forma precisa uma molécula pode requerer que cargas elétricas sejam colocadas em
posigoes distintas das posi¢oes dos niicleos dos dtomos [56].

Ha também modelos que utilizam da expansao multipolar para descrever as inte-
ragoes eletrostaticas [77]. Assim, a energia de interacao entre duas moléculas seria calcu-
lada por uma série infinita que considera as intera¢oes carga-carga, carga-dipolo, dipolo-

dipolo, carga-quadrupolo, dipolo-quadrupolo, quadrupolo-quadrupolo etc. A expansao em
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multipolos fornece uma alternativa para se calcular as interacoes eletrostaticas entre duas
moléculas, no entanto, a maioria dos campos de forga se baseiam na distribuicao de pontos
parciais de carga, uma vez que a utilizagao da expansao multipolar pode levar a problemas
de convergéncia [77].

Como vimos, para que o modelo de cargas pontuais funcione é necessaria uma
distribuicao bastante precisa das cargas. Assim, ha iniimeros esforcos na tentativa de se
criar distribuicdo de cargas de forma precisa. Os métodos mais utilizados sdo baseados
na distribuicdo de cargas por meio do potencial eletrostatico. O objetivo seria obter um
conjunto discreto de cargas que melhor reproduza o potencial eletrostatico obtido pela
mecanica quantica? em uma série de pontos (grids) ao redor da molécula [56].

Nesta secao, foram abordados os efeitos eletronicos das distribuigoes de cargas
permanentes. Os campos de forca baseados nesta abordagem sao chamados de aditivos
por nao permitirem que, durante a simulacao, os parametros do potencial eletrostatico
sejam alterados em funcao do ambiente, sendo a energia eletrostatica a soma de cada
par de atomos individuais. No entanto, se sabe que quando uma distribuicao de cargas
estd sujeita a um campo elétrico externo ha uma redistribui¢do de cargas fazendo com
que a distribuicao de cargas se comporte como um dipolo induzido e a polarizagao da
molécula varia de acordo com o ambiente no qual ela se encontra. Sendo assim, outras
abordagens buscam incluir de forma explicita a polarizacdo em determinado modelo de
campo de forca, sendo os modelos mais conhecidos: modelo de oscilador de Drude; modelo
de flutuacao de cargas; e modelo de multipolo induzido. Para maiores detalhes sugerimos

que as seguintes referéncias sejam consultadas [56,79-81].

2.3.1.2 Potencial van der Waals

O potencial de van der Waals (vdWW) é responsavel por modelar a atracio e
a repulsdo entre dtomos apolares nao diretamente ligados (pode ocorrer entre dtomos
que estdao em uma mesma molécula, desde que nao estejam ligados diretamente) [77]. O
potencial de vdW é importante porque as interagoes eletrostaticas nao conseguem modelar
todas as interagoes nao ligadas. Isso fica claro ao se estudar um gas nobre. Nos gases nobres
os momentos de multipolo sao nulos. Mesmo assim ha interagoes entre os atomos, uma
vez que pode ocorrer transicdo de fase nestes sistemas. Assim, o comportamento de um
gas nobre se desvia do comportamento de um gas ideal, o que foi objeto de estudos do

cientista Johannes Diderik van der Waals [77].

2 O potencial eletrostatico pode ser calculado quanticamente por meio do médulo quadrado da funcdo
de onda [78].
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Uma curva tipica para a energia potencial em funcdo da distancia entre dois
atomos apolares estd representada na Figura (2.2a). Claramente se nota que o potencial
de interacao de vdW ¢é aproximadamente zero para longas distancias e bastante repulsivo
para distancias muito pequenas. Assim, a forma da curva de potencial de interacao de
vdW é devida a um termo repulsivo (a pequenas distancias) e a um termo atrativo. Na
MQ), o termo repulsivo pode ser explicado pela sobreposicao de nuvens eletronicas de dois
4tomos, a qual é proibida pelo principio da exclusao de Pauli. A distancias intermedirias
surge uma pequena atragao entre os elétrons devido a interagao dipolo induzido-dipolo
induzido. A atracdo entre os elétrons esta relacionada a correlagdo eletronica, que d&
origem as forcas de dispersao de London.

E possivel obter uma expressio matemética para o termo atrativo por meio de
um modelo de Drude, Figura (2.2b). Este modelo pode ser pensado como um sistema onde
cada molécula é representada por duas cargas (+¢ e —q) separadas por uma distancia dz.
A carga negativa realiza um movimento harménico simples com frequéncia angular w ao
longo do eixo z, em torno da carga positiva estacionaria. Se ha apenas uma molécula,
este sistema é bastante conhecido, tanto classicamente quanto quanticamente, o oscilador
harménico simples. Se uma segunda molécula for adicionada, Figura (2.2b), separada da
primeira por uma distancia r, elas podem interagir, e a intensidade da interacao depende
da distancia. Se a distancia r for infinita, o sistema consistiria apenas de dois osciladores
isolados, mas se as moléculas se aproximam surge uma interacao entre os dois dipolos

induzidos [77]. A energia de interagao é dada aproximadamente por,

Yy=__2 (2.3.35)

V=—-—7——=- — + .. (2.3.36)

onde além das interacgoes dipolo induzido — dipolo induzido, também estao presentes as
interacoes dipolo induzido — quadrupolo induzido, quadrupolo induzido — quadrupolo
induzido, etc. [77].

Uma forma matematica para o potencial de vdW seria, entao,

C;
(rij)8

Sobre o termo repulsivo ndo ha um consenso [56,76,77]. Vimos que ele é devido a proibigao

VvdW(rij) = Vrepulsao(rij) - (2337)

de sobreposicao de nuvens eletronicas para o caso de moléculas de camada fechada.
Quanticamente, se prevé uma repulsao que decai exponencialmente com a distancia de
separacao entre os elétrons. Sendo assim, este termo vai ao infinito se as duas moléculas

se aproximarem muito e vai a zero, rapidamente, quando o médulo de r cresce [77]. Uma,
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funcao bastante conhecida capaz de reproduzir este comportamento é o potencial de LJ,

Eq. (2.3.38). No potencial de LJ a parte repulsiva é dada por um decaimento com r~1%

Vis(ry) = 4e [(:)n - (:)6] . (2.3.38)

Nesta expressao o € a distancia de separagao entre as moléculas para a qual a energia de
interagdo entre elas é zero e ¢ é a profundidade do pogo de potencial, Figura (2.2a). O

potencial de LJ também pode ser escrito em termos da distancia de equilibrio rq,

Vig(rij) =¢ [(:Z)w - (:2)1 : (2.3.39)
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Figura 2.2: (a) Energia de intera¢do em fungao da distancia interatdémica (r) modelada
pelo potencial de LJ. Nota-se que ha repulsdo quando os dois atomos ficam muito
proximos e atragao para distancias proximas a distancia de equilibrio, r.. Na figura estao
representados os parametros o, distancia de separacao entre as moléculas para a qual a
energia de interacao entre elas é zero, e ¢, profundidade do pogo de potencial. (b) Modelo
de Drude para interagdes dispersivas. (¢) Comparagdo entre a solugdo exata da energia
de interagdo em fungdo da distancia interatémica (r) com as solugoes modeladas pelos
potenciais de LJ, Buckingham e Morse. Adaptada de Jensen, 2007 [76] e Leach, 2001 [77].

H4 outras variagoes que buscam reproduzir o comportamento da curva de poten-
cial em funcao da distdncia. Halgren propés um potencial do tipo 7 — 14 onde o termo

" e o termo repulsivo cai com r~'* [76]. J4 os potenciais de “Buc-

atrativo cai com r~
kingham” ou “Hill” levam em consideragao uma repulsao com decaimento exponencial,
uma vez que calculos de estrutura eletronica indicam um termo repulsivo devido a sobre-
posicao das nuvens eletronicas com esta caracteristica [76]. Ainda, é possivel modelar a
interagao de vdW por meio de um potencial do tipo Morse [76]. A Figura (2.2c) apresenta
uma comparagao entre os potenciais de LJ, Buckinghan e Morse. Vemos que os potenciais
de Morse e Buckingham fitam melhor a curva que o potencial de LLJ. No entanto, a maioria
dos campos de forga usam o potencial de LJ. A razao para isto estd relacionada a detalhes

computacionais, uma vez que o potencial de LJ é computacionalmente mais barato.
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No potencial LJ, os parametros o e € sao obtidos para pares de atomos. Nos
campos de forca estes parametros sao, geralmente, colocados para os atomos individuais.
Para obter os parametros da interacao entre diferentes atomos sao utilizadas regras de

combinacao. As mais conhecidas sao as regras de combinagao de Lorentz-Berthelot [77].

2.3.2 O Campo de Forca CHARMM

O campo de forca CHARMM (Chemistry at Harvard Macromolecular Mecha-
nics) [80,82,83] ¢ um campo de forga aditivo que, além dos termos presentes na Eq.
(2.3.33), emprega um termo adicional na energia, chamado de Urey-Bradley [84], que
acopla estiramento-dobramento entre atomos envolvidos na definicado de um angulo de
dobramento. Este termo busca preservar a distancia entre dois (os que nao estao ligados)
dos trés atomos que definem um angulo de dobramento e restringir o estiramento dos

atomos ligados, por meio do termo,

> kup (rac —10)* (2.3.40)
UB
sendo kyp a constante da ligacao adicionada, r;;, a distancia entre o par de atomos nao
ligados e 1y a distancia de equilibrio entre eles.

Além disso, o campo de forca CHARMM adiciona um termo para descrever a nao
planaridade em um conjunto de quatro atomos, usualmente chamado de diedro improprio.
Na Figura (2.3) os dtomos i, k e [ estdo em um plano e o atomo j oscila em relagdo ao
plano com um angulo x ou uma altura d. A medida que o dngulo x cresce a energia
aumenta [76]. Ou seja, hd aumento da energia de acordo com a diferenca conformacional
no arranjo dos dtomos em relacao a aquela conformacao considerada de equilibrio. Sendo
assim, o campo de forca CHARMM utiliza um potencial harmonico para modelar este

sistema,

Viie = K\ (X — x0)*. (2.3.41)

Além da forma funcional, a qualidade de um campo de forca depende fortemente
dos parametros utilizados. Dessa forma, a parametrizacdo do campo de forga exige
constante e intensa atualizagao [85-87]. As primeiras versoes do campo de forca CHARMM
foram obtidas por volta de 1992 e, apds anos de desenvolvimento, o campo de forca
aditivo CHARMM alcancou a capacidade de tratar diversas macromoléculas relevantes
biologicamente tais como proteinas, lipidios, acidos nucleicos, carboidratos, etc. A cada
versao o CHARMM traz atualizagoes tanto para tratar novas macromoléculas quanto
para melhorar as aproximagoes utilizadas e as formas de parametrizagdo (tendo iniciado
na versao 22, hoje ji se encontra em desenvolvimento a versao 45 do CHARMM). A

versao CHARMMS36 é bastante indicada para o estudo de proteinas. Esta versao evoluiu
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Figura 2.3: Representagio das variaveis usadas na Eq. (2.3.41) para modelar o potencial
diedral impréprio. Adaptada de Jensen, 2007 [76]

do CHARMM22/CMAP? que j4 apresentava bons resultados por parametrizar os Angulos
de tor¢do ¢ e ¥ da cadeia principal das proteinas [80,83]. Apesar de apresentar bons
resultados, na versao CHARMM22/CMAP havia problemas relacionados ao enovelamento
das proteinas, devidos, principalmente, aos parametros utilizados na descri¢ao dos angulos
¢ e 1) das cadeias principais. O CHARMM36 também utiliza a corre¢ao da energia diedral
pelo mapa de energia calculado quanticamente para os angulos de torcao ¢ e ¥ da cadeia
principal e, além disso, faz um refinamento utilizando uma grande quantidade de dados
experimentais. Ainda, apresenta um novo potencial para os angulos diedrais x; e y2 das
cadeias laterais dos aminoacidos, baseado em resultados de célculos quanticos de energia
e de experimentos de RMN. Este tratamento trouxe melhorias na qualidade do campo de
forca e, assim, ele é capaz de reproduzir uma grande quantidade de resultados observados
experimentalmente para sistemas constituidos de peptideos e proteinas.

E importante ressaltar que, neste campo de forca, cargas pontuais sio distribuidas
ao longo da molécula, de maneira a considerar sua polarizacdo média. Sendo assim, ao
modelar uma molécula com carga +1e nao significa que esta carga esteja concentrada em
apenas um atomo, o que resultaria em uma intensa interacao eletrostatica. Como exemplo,
apresentamos, na Tabela (2.1), como estao distribuidas as cargas pontuais nos dtomos que
compoem uma molécula de lisina. Atualmente, trabalhos desenvolvidos por G. Colherinhas
et. al. vém aprimorando a descri¢ao das cargas atomicas para o potencial CHARMMS36,

considerando um processo sequencial de simulagoes classicas e quanticas [85-87].

3 A abordagem CMAP utiliza um mapa bidimensional, obtido por meio de célculos quanticos, para a
energia diedral dos dngulos de tor¢do ¢ e ¢ da cadeia principal de uma proteina [80,83].
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Tabela 2.1: Cargas pontuais distribuidas em um aminoacido de lisina de acordo com o
campo de forca CHARMMS36.

Atomo | Carga Parcial Carga Total
N -0.47 -0.47
HN 0.31 -0.16
CA 0.07 -0.09
HA 0.09 0.00
CB -0.18 -0.18
HB1 0.09 -0.09
HB2 0.09 0.00
CG -0.18 -0.18
HG1 0.09 -0.09
HG2 0.09 0.00
CD -0.18 -0.18
HD1 0.09 -0.09
HD2 0.09 0
CE 0.21 0.21
HE1 0.05 0.26
HE2 0.05 0.31
NZ -0.30 0.01
HZ1 0.33 0.34
HZ2 0.33 0.67
HZ3 0.33 1.00
C 0.51 1.51
O -0.51 1.00

2.4 Fundamentos de Mecanica Estatistica

Conforme apresentado na Segao (2.2), a DM consiste em evoluir as posigoes e
velocidades de um conjunto de particulas durante um tempo ¢, de acordo com as leis de
movimento, gerando uma trajetoria. Portanto, uma simulagao de DM gera informacoes
a nivel microscopico, com extracao de resultados de grandezas macroscopicas, tais como
pressdo, energia, capacidade calorifica, etc., com o auxilio da Fisica Estatistica (FE). Nesta
segdo faremos uma breve apresentacao de alguns tépicos da FE [88-90].

O estado termodindmico de um sistema é usualmente definido por uma funcao
dependente de uma pequena quantidade de pardmetros macroscépicos (por exemplo,
temperatura, pressao e numero de particulas) capaz de descrever completamente o sistema.
Sendo assim, o estado termodindmico é uma fun¢do cujos valores sao completamente
definidos por poucas variaveis macroscopicas e nao por todas as posicoes e velocidades de
todos os dtomos em um determinado instante de tempo [56].

Por outro lado, o microestado de um sistema é definido a partir de todas as
posicoes, q, e momentos, p, das particulas que o constituem, ou ainda, como uma
coordenada em um espago multidimensional, conhecido como espago de fases. Para um

sistema de N particulas, o espago de fases tem 6/N dimensdes. Um ponto no espago de
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fases, denotado por I', descreve o estado microscopico de um sistema, i.e, cada ponto no
espaco de fases representa um microestado do sistema em um instante de tempo particular.
Uma colecao de pontos no espaco de fase que satisfaz as condi¢oes de um determinado
estado termodinamico particular é denominada de ensemble.

Geralmente um experimento é feito em uma amostra macroscépica que contém um
numero extremamente grande de a&tomos e moléculas e, portanto, ha um enorme niimero de
microestados acessiveis e, ao longo do tempo, o sistema visita estes microestados. Suponha
que possamos escrever o valor instantaneo de uma propriedade A como uma funcao de
pontos no espago de fases A(T"). O sistema evolui no tempo e, consequentemente o valor
da propriedade A(I") varia. O valor observado macroscopicamente seria a média temporal
dos valores adquiridos A(T") ao longo do tempo, isto é,

T

—tim © [T AT@) dt. (2.4.42)

T—00 T Jt=0

(A ops = (A)

obs tempo

A DM se utiliza desta abordagem, de médias temporais. Como vimos, uma DM gera uma
sequéncia de pontos no espago de fases (em fungao do tempo), pertencentes ao mesmo
ensemble. No entanto, é extremamente complicado resolver esta integral, Eq. (2.4.42),
uma vez que deve ser considerado um tempo infinito de simulacao. Assim, geralmente
é feita uma aproximagado para um tempo finito, utilizando um artificio matemético de
tempo discreto. Com isto, utilizamos [56,77]:

1 Tobs

(A) =— > A(T®). (2.4.43)

tempo
Tobs —1

Na Mecanica Estatistica (ME), as médias, correspondentes ao observado experi-
mentalmente, sao definidas em termos de uma média no ensemble, onde o conjunto de
pontos no espaco de fases é distribuido de acordo com uma densidade de probabilidade
Pens(T'). A funcdo densidade de probabilidades pe,s é definida apds a escolha de quais
pardmetros macroscépicos permanecerao fixos (pypr para ensemble isobarico-isotérmico
(NPT), pnvr para ensemble canonico (NVT) e pyyg para o ensemble NVE, sendo N o
nimero de particulas, P a pressao, T a temperatura, V o volume e E a energia do sistema).

Em sistemas onde a energia pode flutuar, enquanto a temperatura (T), o nimero
de particulas (N) e o volume (V) permanecem constantes, temos o ensemble NVT. Neste
caso, ¢ possivel mostrar que a densidade de probabilidade de o sistema S, em contato com
um reservatorio térmico a temperatura 7', estar em um estado microscépico particular j

é:

1
pj (pNa rN> - T G_H (pN’rN)/kBT7 (2444)
NVT

onde H é o Hamiltoniano do sistema, T' é a temperatura, kg é constante de Boltzmann e

Qnvr ¢ a funcao de particao, definida como:
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Qnvr = // dp™ drN e PV ) /kT (2.4.45)

Assim, o ensemble NVT é constituido pelo conjunto de microestados {j} distribuidos
de acordo com a distribui¢do de probabilidades, Eq. (2.4.44). Para cada ensemble hé
uma expressao diferente que permite calcular a probabilidade de obter o sistema em
determinado microestado j [88]. A partir da fungdo de partigao é possivel relacionar os
estados microscopicos do sistema com grandezas macroscopicas.

Na abordagem da ME de Gibbs, baseada em médias no ensemble, o valor da
grandeza num estado especifico é multiplicado pela densidade de probabilidade (pe,s) de
o sistema estar naquele estado. Matematicamente, as médias no ensemble sao definidas

como [56, 88,89,

<A> ensemble // dedrNA(pN7 rN)p(pN7 rN)v (2446)

onde A(pN oy ) é a grandeza de interesse expressa em funcao das posicoes, r, e momentos,
p, do sistema. A integracao é feita sobre todos os possiveis valores de r e p.

E interessante verificarmos a equivaléncia entre as duas abordagens apresentadas:
médias temporais e médias no ensemble. Vimos que os pontos no espaco de fase sado
distribuidos de acordo com a densidade de probabilidades p.,s (I') e que cada ponto no
espaco de fase evolui por meio da equagao de movimento do sistema de forma independente
de outros pontos. Consequentemente, em geral, a densidade no espago de fases pens(T')
também varia no tempo. No entanto, nao ha pontos sendo criados ou destruidos durante
a evolucao do sistema. Como o Teorema de Liouville garante que dp.,s/dt = 0, ou seja,
a derivada total da densidade de probabilidade com respeito ao tempo é nula, temos a
garantia de que os pontos no espaco de fase se movem como um liquido incompressivel
[56,89]. Dessa forma, a medida que o sistema deixa um estado particular I'(t) e se move
para um préximo estado I'(¢ + 1), outro sistema sai de I'(t — 1) para substitui-lo. Nestes
casos, para tempos suficientemente longos a equivaléncia,

(A) (2.4.47)

ensenble — <A> tempo

fica estabelecida pela Hipdtese Ergddica [88,89].

As simulacoes computacionais sao baseadas na hipotese de que tanto um processo
deterministico, baseado em médias temporais, quanto um processo estocastico, baseado
em médias no ensemble, para gerar configuragoes, sao ergddicos (com tempos suficiente-
mente longos para visitar o espago de fase) [91]. Assim, espera-se que, em uma simulagao
infinitamente longa, todo o espago de configuragoes seja visitado [91]. Entretanto, as si-
mulagoes sao feitas durante um tempo finito e, portanto, nao ha garantia da ergodicidade.
O desafio da DM é, portanto, garantir que sejam geradas trajetérias representativas do

sistema, de forma que grande parte do espago de fases seja amostrada [91]. Embora tenha-
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mos dito que tanto os métodos estocasticos quanto os deterministicos sejam equivalentes
para estudar propriedades termodinamicas e estruturais de sistemas, somente os métodos
deterministicos, DM, podem ser usados para estudar dependéncias temporais das suas

propriedades [91].

2.5 Dinamica Molecular em diferentes ensembles

Conforme explicado na Segao (2.4), a ME se utiliza de médias no ensemble para
obter propriedades estruturais, termodinamicas ou dinamicas de determinado sistema.
Vimos também que ha diversos ensembles, os quais sdo caracterizados pelo tipo de
grandezas que permanecem fixas e determinam o estado termodindmico macroscopico
de um sistema. A integracao das equagoes de movimento de Hamilton (ou Newton)
geram o ensemble NVE como uma consequéncia da conservacdo da Hamiltoniana total
do sistema. Como seria possivel entao realizar uma simulacao de DM em outro ensemble?
Para propiciar que uma simulacao de DM seja realizada em outro ensemble, além do NVE,

surgem as ideias de termostatos e barostatos, a serem discutidas a seguir.

2.5.1 Acoplamento de temperatura: Termostatos

A forma mais simples de se manter a temperatura fixa em uma simulacao de DM
é por meio do reescalamento das velocidades, devido a relagao entre a temperatura e as

velocidades, estabelecida por meio do teorema de equiparticao de energia,

2 2 mu?
T pr— pr— /L,’y
Nk (K) Nk <§ 5 > , (2.5.48)

&y temporal

sendo K a energia cinética, kp a constante de Boltzmann, Ny o nimero de graus de
liberdade do sistema e v;, as velocidades da particula 4, onde v = z,y, 2 corresponde
as componentes da velocidade. Vemos, portanto, que a temperatura é obtida por meio
de uma média, no ensemble, das velocidades. Ou seja, sabendo todos os possiveis valores
de velocidades é possivel determinar a energia cinética média e, consequentemente, a
temperatura do sistema.

Pensando em uma simulacao de DM, onde a cada intervalo de tempo &t as posicoes
e velocidades dos atomos sao recalculadas, deve ser possivel reescalar as velocidades das
particulas (com v = av), em um instante de tempo ¢, de maneira que a energia cinética
naquele instante corresponda a temperatura desejada. Para isto, definimos uma grandeza
matematica (ndo fisica) chamada de temperatura instantanea,

2 mu? 2

Tinet = T(t) = = Kinst D.
¢+ =T(t) kaB%: ) N ey e (2.5.49)
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baseada na energia cinética do sistema em um determinado instante de tempo, definindo,
dessa forma, uma temperatura dependente do tempo Tj,s; = T'(t). Para obter a tempe-
ratura fisica, devemos fazer: T' = (T},s). Assim, no inicio da simulacdo sdo geradas as
velocidades para cada particula do sistema de maneira que elas se relacionem a deter-
minada temperatura alvo, T'4. Isto pode ser feito utilizando a distribuicao de Maxwell-
Boltzmann. O sistema entao evolui de acordo com as equagdes de movimento e em um
instante ¢ posterior, ao observarmos as velocidades e calcularmos a temperatura instan-
tanea T'(t), obteremos um valor diferente de Ts. A temperatura instantdnea pode ser
ajustada por meio do reescalamento das velocidades, v" = av, de maneira a corresponder
a temperatura desejada, T'4.

Uma primeira forma de se obter o fator de rescalamento da velocidade, «, é
forcando que a energia cinética total em um instante ¢ seja igual a energia cinética média
correspondente & temperatura alvo, KC(t) = K(T,). Nesta forma de reescalamento, a
temperatura alvo possui apenas um valor fixo, e ndo uma distribuicdo como em outros

métodos [92]. O fator « seria definido como,

o= K(T,) (2.5.50)
\ K@)’

ou também, lembrando das relagbes entre a energia cinética (média e instantanea) com
as temperaturas, Eqs. (2.5.48) e (2.5.49),

Ty
o /T(t)‘ (2.5.51)
o [Ta
v=ow = A0k (2.5.52)

Esta forma é muito simples de implementar computacionalmente, no entanto, ela

E, dessa forma,

nao reproduz o ensemble NVT. Calculando a varidncia da temperatura instantdnea no
ensemble NVT notamos que a flutuagao ¢ igual a 2/N; [89]. Ou seja, mesmo no ensemble
NVT a temperatura instantanea varia e deixa-la fixa perturba o ensemble NVT. Sabemos
que propriedades médias calculadas no limite termodindmico independem do ensemble
escolhido e este algoritmo pode produzir alguns resultados titeis. No entanto, as simulac¢oes
sao feitas em um tempo muito inferior ao necessario para atingir o limite termodinamico.
Ainda, hé casos em que os observaveis de interesse sao dependentes das flutuacoes, e nao
das médias, e, portanto, este método nao pode ser utilizado. Esta forma de reescalamento
¢é usada para etapas iniciais de equilibragao, quando a distribui¢ao inicial de velocidades

gerada esta distante da correspondéncia com o valor desejado de temperatura.
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2.5.1.1 Termostato de Velocity-Rescaling

Este termostato também se baseia no reescalamento das velocidades. Assim
como em outros termostatos (termostado de Berendsen [93]), a temperatura alvo nao
¢ mantida fixa. Ou seja, esta abordagem faz o uso de um banho térmico permitindo
que a temperatura instantanea possa variar de um passo temporal para outro. O fator
de reescalamento «, estaria relacionado com as energias cinéticas da seguinte forma
a = /Kr,/K(t). No entanto, aqui, as energias cinéticas alvos Kr, podem variar: as
energias cinéticas alvos sao escolhidas entre valores de uma distribuicao de Maxwell-

Boltzmann para o ensemble [92],

R}
P(Kr,)dKr, o ICTA( ? )e—ﬁKTA dKr,. (2.5.53)
Nao é necessario que a temperatura alvo seja obtida da distribuicaio de Maxwell-
Boltzmann a cada passo da simulagdo, mas é preciso garantir que a variacao aleatoria
na energia cinética deixe a distribuicao canonica inalterada.

Utilizando a distribuicdo de Boltzmann para a energia cinética, Bussi et. al,

2007 [92] mostram que a variagdo na energia é dada por,

dt KK, dW
— 2 4,
T + Nf \/F

O segundo termo a direita da Eq. (2.5.54) representa um caminho aleatério baseado

K = (Kr, — K) (2.5.54)

no processo de Wiener [92]. Ou seja, a abordagem de Velocity-Rescaling utiliza além
de uma parte deterministica, primeiro termo a direita, um termo estocastico, segundo
termo a direita. Sem o termo estocastico, a equacao seria basicamente igual a obtida
por Berendsen [93]. Quando o sistema estd longe do equilibrio (ha grandes variacoes de
energia cinética), a parte deterministica domina e o algoritmo leva o sistema rapidamente
ao equilibrio [92]. Quando o equilibrio é atingido, o termo estocéstico domina e garante

que o ensemble NVT seja amostrado [92].

2.5.2 Acoplamento de pressao: Barostatos

Assim como em alguns casos é interessante manter a temperatura fixa, ha
situagoes em que se deseja realizar simulagoes a pressao constante, principalmente porque
esta é a condicao em que diversos experimentos sao realizados. Uma forma de se manter a
pressao fixa é utilizando sua relagdo com as posicoes da particulas, uma vez que a pressao
em um sistema é relacionada com o produto das posicoes pelas forcas entre as particulas,

por meio da expressao de virial [93],

P=" (k-5 (2.5.55)
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onde o virial Z é dado por [93],

(1]

1
= —521‘1‘3‘-1?1‘]‘, (2.5.56)

i<j

sendo r;; = r; —r; e F;; a forca na particula ¢ devido a particula j. A pressao devido
as interagoes intramoleculares desaparece, entao a pressao pode ser avaliada levando
em conta apenas as coordenadas do centro de massa das particulas (moléculas), e suas
velocidades e forcas também agindo no centro de massa. Portanto, notamos que uma
variacdo na pressao pode ser alcancada por uma mudancga no termo de virial, ou seja,
por meio de um reescalamento das distancias entre as particulas e, consequentemente, do
volume do sistema. Assim, em uma simulacdo computacional é possivel manter a pressao

constante por meio de variagdes no volume da caixa de simulagao [93].

2.5.2.1 Barostato de Parrinello-Rahman

Utilizando de uma Lagrangeana estendida, Parrinello e Rahman [94] expandiram
o método proposto por Andersen [95] para que além da variagdo no volume da caixa,
pudesse haver também variacdo no seu formato. O método de Parrinello-Rahman é
baseado em uma Lagrangiana estendida. Andersen [95] mostrou que um célculo de
DM pode ser modificado para estudar sistemas a pressao constante introduzindo o
volume do sistema como uma variavel dindmica. Parrinello e Rahman mostram como
a generalizacao dessa ideia leva a um método poderoso para estruturas cristalinas [94,96],
ao usar um tensor dependente do tempo que permite que o volume e a forma da célula
de simulacao variem com o tempo, considerando uma célula com bordas definidas por
vetores dependentes do tempo a(t), b(t) e c(t). Os vetores a(t), b(t) e c(t) podem ter
comprimentos diferentes e orientagoes mutuas arbitrarias. Uma descrigao alternativa pode
ser obtida arranjando os vetores {a, b, c} para formar uma matriz Hzy3. O volume da
célula de simulagdo contendo N particulas seria entdo Q = det H=a e b x c [94,96].

A posicao r; da particula ¢ pode ser escrita em termos da matriz H e de um vetor

coluna s;, cujos componentes sao &;, 7;, ¢;. Ou seja, podemos escrever [94],

<>
Definindo o tensor métrico G = HTH, onde H” é a matriz transposta de H, podemos
<~
calcular a distancia entre as particulas i e j, r; = (s; — s;) G(s; —s;).
Parrinello e Rahman, 1980, entdo, propdem que a dindmica do sistema seja

governada pela seguinte Lagrangiana estendida [94],

1 . 1 s
L= 5 Zmls? B quﬁ(rlﬂ + §W TTGHT]H) - peth, (2558)

i 1>7
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sendo p..; a pressao externa aplicada. A pressao aplicada é, inicialmente, considerada
isotropica. No termo de energia cinética associado a H, aparece uma constante W que

tem dimensao de massa. Esta Lagrangiana leva a equagoes de movimento de Lagrange [94],

) 11 0¢ 14
i m; X Or G
= (P — pouy) A (2.5.60)
= W Pext . e

IP e A sdo matrizes, e os detalhes sobre seus elementos podem ser consultados nas
referéncias [94,96]. O termo W é um pardmetro que indica a intensidade do acoplamento
de pressao e, portanto, da variacdo do volume com o tempo de acordo com a pressao
aplicada. As equacoes acima governam a dindmica do sistema de N particulas permitindo
que o volume e as dimensoes da caixa possam mudar. Parrinello e Rahman [94] mostram
que a Lagrangiana proposta por elas gera uma trajetéria no ensemble NPE (onde a pressao
¢ mantida fixa). No ano seguinte (1981), Parrinello e Rahman generalizam o barostato
para incluir casos em que a pressao seja nao isotrépica. Para mais detalhes a seguinte

referéncia pode ser consultada [96].

2.6 Extraindo Propriedades da Dinamica Molecular

Apods obtida a trajetéria no ensemble desejado, surge a pergunta sobre quais
informagoes podem ser avaliadas a partir dela. Sabemos que se todas as configuragoes
possiveis (microestados) para uma determinada condi¢do macroscépica (NVE, NVT,
NPT) forem obtidas, entdo a funcdo de partigio pode ser determinada e, portanto,
todas as propriedades termodinamicas do sistema podem ser derivadas. No entanto,
esta abordagem (entrépica) s6 é possivel para sistemas pequenos (sistemas com poucas
moléculas pequenas ou com poucos atomos na fase gas). Para sistemas com as dimensoes
dos que foram estudados neste trabalho, a abordagem entropica nao é possivel. Neste
caso, a simulacdo gera uma quantidade representativa das configuracoes do sistema e,
por meio de médias, flutuagoes e correlagoes de determinadas propriedades se obtém
grandezas termodinamicas, dinamicas e estruturais dos sistemas estudados. Nesta secao
apresentaremos como algumas destas propriedades podem ser obtidas [56]. Nao é objetivo
desta secao apresentar uma descricao detalhada de todas as propriedades possiveis de
serem extraidas a partir de uma trajetéria de DM. Para maiores detalhes sugerimos que
as excelentes referéncias de FE [88-90] e fisica computacional [56, 76, 77|, ou mesmo o

manual do programa GROMACS [97] sejam consultadas.
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2.6.1 Propriedades médias

Energia: A energia potencial é a média da energia potencial obtida em cada

passo da simulacao, isto é,

U= () = ]\14 S UL1), (2.6.61)

i=1
onde M é o nidmero de passos temporais. E possivel obter a energia potencial atribuida
a interacdo de LJ separada da contribuicdo da interacao Coulombiana, de maneira a
detalhar as intensidades destas intera¢oes em cada tipo de sistema estudado.

A velocidade das particulas também é atualizada a cada passo temporal da
simulacao. Assim, é possivel obter a energia cinética a cada passo temporal e entao calcular

a energia cinética por meio da média das energias cinéticas instantaneas,

K = (K)) = ]\14 % Ki(t). (2.6.62)

Temperatura: A temperatura pode ser obtida por meio do principio da equi-

partigdo da energia [56],

(K) = 2NkBT (2.6.63)

ou, ainda por meio da temperatura instantanea (grandeza mateméatica),

T = (Ti(t)). (2.6.64)

A temperatura também pode ser obtida, no ensemble NVT, por meio das flutuagoes da
energia cinética (oK?2) = (K2) — (K)?,

(oK) .= 3;\[ (kgT)? . (2.6.65)

Pressao: No ensemble NVT, a pressao é usualmente calculada por meio de
uma expressao simples onde ¢ utilizado o teorema de Virial [56]. Pensando em forcas

intermoleculares, a pressao pode ser obtida por,

1
P=_
V

NkpT — <; f: i r;;e fij>} , (2.6.66)

i=1 j=i+1
sendo o segundo termo o primeiro Virial, = (r), onde f;; é a forca entre as particulas i
e j [56]. As forgas entre as particulas i e j j& sdo calculadas a cada passo da simulagdo,

entao esta equacao para o calculo da pressao é bastante eficiente computacionalmente.
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2.6.2 Funcoes de correlacao temporal

Propriedades do sistema também podem ser obtidas por meio de fungoes de
correlagao temporal entre duas quantidades A e B. O coeficiente de correlagdo entre as

quantidades A e B pode ser definido como [56],

(0 A ()oB(I'(t)))
a*(A)o*(B)

cap(t) = (2.6.67)

sendo o desvio padrio o?(A) = (0 A%) = (A?)

nao normalizada seria,

A)2 A funcao de correlacao temporal

ens < ens’

cas(t) = (GAT ()T B (1), (2.6.68)

Quando A = B, temos as fun¢oes de autocorrelagao temporal [56]. Por meio da expressiao
de Green-Kubo [98] é possivel estabelecer relagoes entre as fungoes de correlagao temporal
e os coeficientes de transporte associados a determinada propriedade. A autocorrelacao

das velocidades, por exemplo, permite calcular o coeficiente de difusao,

D= :1)) [ de us(e)-00)) = i L)) =m0, (2.6.69)

t—oo 3
enquanto a correlagdo temporal da pressdo permite obter os coeficientes de viscosidade
[56].

2.6.3 Propriedades estruturais

2.6.3.1 Distribuicao Radial de Pares g(r)

Propriedades estruturais podem ser obtidas por meio da Func¢ao de Distribuicao
Radial de Pares (FDRP), ¢(r). Esta fungdo da a probabilidade de encontrar um par
de dtomos separados por uma distancia r relativa (normalizada) a probabilidade de
encontra-los a mesma distancia em uma distribuicdo completamente aleatéria com a
mesma densidade (comumente normalizada pelo gds ideal) [56].

Para definir a g(r), se integra a distribuicao configuracional sobre as posicoes de
todos os atomos exceto 2, e se incorpora um fator de normalizacao. Para mais detalhes
consultar [56,98]. No ensemble NVT teriamos,

N(N —-1)
P*QNvT

Na pratica, um histograma ¢ construido levando em conta o niimero de particulas

g(ry,ry) = /dI’g,dI’4, o, drye U LT N (2.6.70)

N(r) que se encontra em uma faixa estreita de distdncias da particula considerada como

origem, de maneira que a g(r) para um sistema isotrépico pode ser escrita da seguinte
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forma,
N(r)

g(r)

onde no fator de normalizacao, comumente, é considerada a densidade p de um gas ideal.

2.6.3.2 Ligacgoes de Hidrogénio

Para definir a quantidade de Ligacoes de Hidrogénio (LHs) entre dois grupos
aceitadores-doadores sao utilizados critérios geométricos nas configuragoes. No padrao do

programa GROMACS sao considerados os seguintes critérios [97]:

(i) A distancia dp_o entre os atomos de Oxigénio do Doador (OD) e do Aceitador
(OA) de hidrogénio deve ser do_o < 3,5A. Este valor de 3,5A esta relacionado ao

primeiro minimo da FDRP da agua;

(ii) O angulo apg—o deve se < 30°. Neste pardmetro é adotada como base a distribuigao

de moléculas de agua.

Uma anéalise complementar da dinamica das LHs é obtida por meio do tempo de
vida das LHs. O tempo de vida ¢ calculado a partir de uma funcao de correlacao temporal
[99]. Em um modelo computacional, uma configuracao instantanea, r(t), denota a posi¢ao
de todos os atomos do sistema no tempo (¢). Ou seja, o sistema é caracterizado, no
tempo (t), pelas posigoes de todos os atomos naquele tempo. Um critério configuracional
para saber se um par de particulas esta ligado ou nao, nos permite definir um operador
matematico de populagao de LHs, h[r(t)] = h(t). Este operador tem valor 1 quando
um par marcado de particulas esta ligado e zero do contrario. No equilibrio dinamico,
a populagdo de LHs flutua no tempo [99]. A flutuacao é caracterizada pela funcao de

correlacao temporal,

C(t) = (ROR®) (2.6.72)

Essa funcgao ¢ a probabilidade de uma LH estar intacta em um tempo ¢, sabendo
que ela estava intacta em um tempo ty5. Esse cédlculo é feito sob as configuracoes da
trajetéria, registrando a ocorréncia de duas populagoes diferentes de 0, separadas por um
tempo t.

A integral da funcao de correlacao temporal das LHs resulta em um valor médio

estimado para o tempo de vida destas interagoes [99],

THB = /OOO C(r)dr. (2.6.73)
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2.7 Outros detalhes sobre a Dinamica Molecular

Nas sec¢Oes anteriores, ressaltamos alguns pontos fundamentais sobre o método da
DM; entre eles a importancia do campo de forga, como ocorre a integracao das equagoes
de movimento e como a trajetéria produzida no ensemble adequado pode ser utilizada
para obtencao dos resultados desejados. Nesta secao, vamos considerar alguns aspectos
metodologicos relevantes para a realizacao de uma simulagao de DM: a modelagem das
condicoes iniciais e a equilibragao, as condi¢oes peridédicas de contorno, a convencao
da minima imagem e o raio de corte no calculo de interacoes nao ligadas. O custo
computacional e a qualidade dos resultados obtidos estao relacionados a estes aspectos.
Em linhas gerais, podemos pensar a realizacao de uma simul¢ao de DM como dividido em

quatro etapas:

(i) Modelagem da configuragao inicial: conjunto de posigoes iniciais das particulas que

compoem o sistema;

(ii) Equilibragao: etapa em que a energia potencial, as dimensoes da caixa de simulagao

e a pressao sao monitoradas para avaliar o equilibrio termodinamico do sistema;

(iii) Produgao: nesta etapa uma simulagao longa é realizada com a finalidade de produzir
uma trajetoria para um sistema em equilibrio termodindmico. Nesta etapa, a
cada intervalo definido de tempo, as posicoes e velocidades das particulas sao

armazenadas;

(iv) Anélise da trajetéria: extragdo dos resultados desejados.

2.7.1 Modelagem das condigoes iniciais

Para a realizacao de uma simulagdo de DM é necessario que sejam especificadas as
posicoes iniciais das particulas que constituem o sistema. E conveniente situar as particulas
nas posi¢oes de uma rede cristalina, evitando sobreposigoes indesejadas entre elas (as quais
poderiam causar instabilidades na simulagdo), ou, ainda, organiza-las em configuragoes
estruturais iniciais semelhantes as do sistema que se deseja simular. Dessa forma, se hé
resultados experimentais que reportam a formacao de nanofibras ou nanomembranas no
sistema, é preferivel que as configuragoes iniciais possuam estas caracteristicas estruturais.
Assim, é comum se considerar resultados experimentais de técnicas de DRX, RMN,
microscopia, dentre outras, na escolha das configuragoes iniciais do sistema.

Em seguida, deve-se realizar a etapa de equilibracao, visando encontrar um
conjunto de coordenadas que minimizam a energia potencial do sistema de interesse.
O procedimento bésico consiste em evoluir o sistema de maneira que ele seja levado a

um minimo de energia potencial. Assim, ocorre a relaxacdo do sistema e as posicoes
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iniciais sao ajustadas. O tempo necessario para que ocorra a equilibracao é variavel e
depende do sistema em estudo. E necessario que a equilibracio seja realizada até o sistema
atingir o equilibrio termodindmico. As configuragoes iniciais que apresentam estabilidade
durante o processo de equilibracao, sao boas candidatas a serem utilizadas para geracao

das trajetérias da DM e para o calculo das propriedades de interesse.

2.7.2 Condicoes Peridodicas de Contorno

Em uma caixa ctbica com aproximadamente 1000 moléculas de agua, cerca da
metade delas ficam préximas das faces do cubo [56]. Logo, simular computacionalmente
este sistema seria muito diferente de se simular uma quantidade macroscopica de agua.
Sendo assim, o tratamento adequado dos efeitos de borda é essencial para simular
condigoes de bulk. O tratamento correto dos efeitos de borda é crucial para possibilitar
que propriedades macroscopicas sejam calculadas a partir de simulagoes utilizando um
numero reduzido de particulas.

Uma das formas de se mitigar os efeitos de borda ¢ com utilizagdo de Condigbes
Periédicas de Contorno (CPC). Para compreender as CPC, imagine que N particulas
estejam contidas em uma caixa bidimensional e que repliquemos infinitamente esta caixa
em todas as dire¢oes, formando uma rede periddica infinita. A caixa original tem 8
caixas vizinhas imediatamente préximas, Figura (2.4). As coordenadas das particulas
vizinhas (caixas imagens) podem ser calculadas somando ou subtraindo multiplos inteiros
do comprimento da caixa original. As imagens periddicas em cada caixa vizinha se movem
exatamente da mesma forma que a caixa central. Assim, quando uma particula sai da caixa
outra entra na face oposta, Figura (2.4). Dessa forma, o niimero de particulas permanece
fixo e é como se a caixa central ndo possuisse bordas [56]. Durante a simulagao, nao é
necessario armazenar as coordenadas de todas as imagens, apenas das moléculas na caixa
central.

Apesar de melhorar o tratamento dos efeitos de borda, as CPC introduzem uma
periodicidade que muitas vezes nao estd presente no sistema fisico original. Por exemplo,
pode introduzir periodicidade em um liquido. Por isso, é essencial considerar o alcance dos
potenciais intermoleculares envolvidos no sistema e o fendmeno a ser investigado. Para um
fluido com interacoes somente do tipo LJ, uma caixa de simulagao de lado L = 60 ja seria
suficiente para que uma particula ndo percebesse o sistema como periddico [56]. J& para
um potencial de longo alcance ha uma interacao significativa da particula na caixa central
com sua propria imagem nas caixas vizinhas. Isso faz com que a particula perceba uma
periodicidade que nao existe no sistema fisico original. Para conhecer outros problemas
associados as CPC, consultar Tildesley, 2017 [56]. Abaixo discutimos formas de mitigar
os efeitos da periodicidade introduzida no sistema ao falar sobre a convencao da minima

imagem e os raios de corte.
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Figura 2.4: Representacao das condicoes periddicas de contorno em duas dimensoes.
Quando uma molécula deixa uma caixa, uma outra entra nela pelo lado oposto (repre-
sentacoes em vermelho). Na figura, estd a representacdo de um raio de corte (circulo
pontilhado no interior de uma caixa de simulagao, quadrado pontilhado, com as mesmas
dimensdes da caixa original centrada na particula 1). Adaptada de Tildesley, 2017 [56].

2.7.3 Minima imagem e Raio de corte

Uma das formas de se diminuir os efeitos indesejaveis da periodicidade é por meio
da utilizacdo da convencao da minima imagem. Conforme mencionado, o cerne da DM
envolve calcular a energia potencial de uma configuragao particular e as forcas agindo em
cada molécula. Para um sistema com N particulas, considerando interagdes por pares,
o calculo da energia potencial da particula 1, deve considerar a interacao dela com as
outras i = (N — 1) particulas do sistema. Em principio devem ser consideradas todas as
interagoes da particula 1 com as demais particulas imagens nas caixas vizinhas. Entao
haveria iniimeros termos a serem calculados e seria, portanto, impossivel de ser realizado
na pratica [56]. Para interagoes de curto alcance podemos considerar que uma molécula
nao interaja com a propria imagem em uma caixa vizinha. Esta aproximagao ¢ conhecida
como convenc¢ao da minima imagem. Como exemplo, podemos considerar uma particula
(particula 1) na Figura (2.4) e centra-la em uma caixa que tenha as mesmas dimensoes

(comprimentos) da caixa original — quadrado pontilhado na Figura (2.4) — nessa situacao,
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com a utilizagdo do método da minima imagem, a molécula 1 interagiria apenas com as
demais moléculas que estao dentro da caixa pontilhada, sejam elas da caixa original ou
das caixas imagens — assim, a particula 1 interagiria com as particulas 2 da caixa central,
5 da caixa imagem B, 3 da caixa imagem A e 4 da caixa imagem D. Com a utilizacao da
convencao da minima imagem, o nimero de interagoes a serem calculados é,

N(N -1)

Ming = ——5—— (2.7.74)

Mesmo com o método da minima imagem o nimero de interagoes por pares a serem
calculados ¢ uma quantidade consideravel, escala com ~ N2.

Para as interagoes de curto alcance, uma forma de reduzir o nimero de interacoes
a serem calculadas, diminuindo o custo computacional, ¢ a utilizacao de raios de corte
esféricos, circulo pontilhado na Figura (2.4). De maneira a respeitar a convegao da minima,
imagem é necessario que r. < min(L,/2,L,/2, L,/2). Pensando em um raio de corte
r. = L/2, a razdo entre o volume da esfera com raio igual ao raio de corte, e o volume
da caixa de simulac@o seria Visfera/Veaiza = 1/2. Assim, o custo computacional se reduz
aproximadamente & metade. O ntimero de interacoes seria ainda ~ N2. Se outro raio de
corte (r. < L/2) for utilizado, o ntimero de interagoes para um sistema com densidade, p,
constante passa a ser linear com N.

Ja as interagoes de longo alcance exigem um tratamento especial para além da
utilizacao de raios de corte. Uma das formas de se considerar as interagoes de longo alcance
é por meio da Soma de Ewald e do método de Particle Mesh Ewald (PME) [56,75,100].

2.7.4 Soma de Ewald e Particle Mesh Ewald

Conforme mencionado, em um sistema com N particulas, o nimero de interacoes
por pares ¢ escalado com N2. Sendo assim, para o estudo de sistemas com um grande
numero de particulas, é crucial que seja evitado o calculo de todas estas interagoes de
modo que a simulagao nao se torne impraticavel, do ponto de vista computacional. Esta
preocupagao se torna ainda mais evidente nos casos em que sao utilizadas CPC. Vimos que
este problema é parcialmente tratado com a utilizacao de raios de corte. Esta abordagem é
particularmente apropriada para o caso das interagoes de curto alcance, mas as interacgoes
de longo alcance, como as interagoes coulombianas, merecem atencao especial, uma vez
que o céalculo das interagoes por meio da Lei de Coulomb, com a utilizagao de raios de corte,
leva a imprecisdes e a um decaimento abrupto no potencial eletrostatico. Assim, tornam-
se necessarias abordagens que realizam um melhor tratamento do calculo das interacoes
coulombianas levando, assim, a um decaimento mais suave do potencial eletrostatico.
Para um sistema com CPC, uma maneira apropriada seria computar as interagoes das
particulas na caixa central, com todas as particulas das caixas imagens periddicas [56],

considerando, dessa forma, um sistema infinito. Um método desenvolvido por Ewald [101]
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torna possivel este calculo, ao dividir as intera¢des coulombianas em dois termos, um
de curto alcance e outro de longo alcance, sendo o termo de longo alcance somado no
espago reciproco [75]. No caso de um sistema periddico, o potencial eletrostético é dado
por [56,75]:

_ 1 44,
Z (ZZ |rij + nL|) (2.7.75)

n i=17=1

sendo ¢; e g; as cargas das particulas i e j. O termo 1/4me, foi omitido. n é um vetor com
componentes n,, n,, n.. A soma sobre n, abrange todas as células nL = n,L,n,L,n,L.
Para n = 0, caixa central, o termo ¢ = j nao deve ser computado. As células unitarias
sdo adicionadas em sequéncia. O primeiro termo é |n| = 0, entdo, n = (0,0,0). J& para
In| = 1, podem haver seis caixas, centradas em (%L, 0,0), (0,%L,0), (0,0, +L). A medida
que termos vao sendo adicionados, o sistema vai se aproximando de um sistema infinito

de maneira grosseiramente esférica, Figura (2.5) [56, 75].

0o O
oo ©

5. V4

Figura 2.5: Representagao bidimensional das “esfera” construidas a partir das caixas
de simulagdo (para um sistema de 10 particulas — sistema neutro) utilizando a soma de
Ewald. A area bege representa o dielétrico externo continuo de permissividade elétrica ..
Adaptada de Coutinho, 2007 [75].

A soma infinita da Eq. (2.7.75) além de convergir muito lentamente é condicio-
nalmente convergente. No entanto, o método de Ewald permite que esta soma convirja
rapidamente e de forma absoluta, uma vez que com ao utilizacdo de CPC, a periodici-
dade na distribuicao de cargas torna conveniente que o potencial seja calculado no espago

discreto, utilizando transformadas de Fourier. Nesta secao, apresentaremos brevemente as
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ideias envolvidas no método de Ewald e no método de Particle Mesh Ewald (PME). Os
detalhes matematicos podem ser encontrados na referéncia [100].

Uma distribuigao de cargas pontuais pode ser descrita por fungoes delta, p;(r) =
¢;io(r—r;). A ela, podemos somar e subtrair uma distribuicao de cargas (uma distribuigao

. _,.2,2/.3/2
gaussiana ke "7 /T

¢ bastante conveniente) que se difunde por uma regiao ao redor
de cada carga ¢; [56,102]. Dessa forma, a distribuigdo de cargas p;(r), pode ser divida em

dois termos,

pi(r) = pf (r) + pi (), (2.7.76)

sendo um termo de curto alcance,

pC(r) = qid(r — 1;) — girPe ™/ (2.7.77)

e outro de longo alcance

pl(r) = e (2.7.78)

onde k é um parametro arbitrario que determina a largura da distribuicao. No caso das
distribuicao p¢(r), é como se as cargas ¢; se encontrassem protegidas por uma distribuicdo
gaussiana, de sinal contrario ao sinal da carga ¢;. Assim, as interacdes dos atomos
“protegidos” pela distribuicado gaussiana seriam de curto alcance e o potencial gerado
por esta distribuicao pode ser calculado diretamente no espaco real.

Ja para calcular o potencial de longo alcance gerado pela distribuicao de cargas

piL (r), podemos pensar a seguinte estratégia:

(i) obter a transformada de Fourier da densidade de cargas, pF(r);

(i) dividir o resultado por k? para obter a transformada de Fourier do potencial referente

ao termo de longo alcance (uma vez que no espago reciproco a equacao de Poisson
/ 2001 — L&)y,
¢ dada por k%9 (k) = ==);

(iii) realizar a transformada de Fourier inversa para obter o potencial do termo de longo

alcance no espago real.

Calculando o potencial gerado por p¢ (r), pX(r), excluindo o termo de auto-interagao entre

as particulas e considerando o tipo de material que cerca as "esferas", obtemos [56]:
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N N [e§) .
V(e ;ZZ%% (Z erfc(k|r;; +nL|) N

i=1j5=1 |n|:0 |rij + IlLl

BRI o

( 1/2> g;q * <3L3>

7

iTi

Na Eq. (2.7.79), o primeiro termo é uma soma no espaco real, atribuido as distribuigoes
de carga p(r). O segundo, devido & distribuicdo de cargas pF(r), ¢ uma soma no espaco
discreto, k = 2mn/L, sendo n = (n,,ny,n,). O terceiro é um termo de auto-interacao
(porque na derivagdo da equagao a interagdo da distribuicdo gaussiana centrada em r;
com ela mesma foi considerada, e, portanto, deve ser retirada do potencial). O quarto
termo estd relacionado ao tipo de material que cerca a “esfera”, um termo relacionado a
superficie da esfera [56]. Por fim, x é um termo arbitrario que d& a largura da distribuigéo,

k é um vetor no espaco reciproco e er fc(z) uma fungdo erro complementar,

2 00
erfe(z) =1-— m/z e P dt. (2.7.80)

Um valor grande de x representa uma distribuicao estreita no espaco real. Entao,
muitos termos no espago discreto k devem ser incluidos na soma do termo relacionado
a distribuicao de cargas pX(r). A preocupacio é escolher um valor de x e um nimero
suficiente de vetores k que fagam com que o primeiro termo da Eq. (2.7.79) possa ser
truncado em |n| = 0, levando, portanto, a uma interagao de curto-alcance [56]. Tildesley,
2017 [56], apresenta alguns argumentos sobre a escolha de k. Apds escolhido, a soma do
primeiro termo ¢é facilmente implementada (seria uma soma de interagdo carga-carga no
espaco real — como se fosse feita por meio do raio de corte e da convenc¢do da minima
imagem), pois a fungdo erfc(zr) estd presente em diversos pacotes de programagao.

Em suma, o método de Ewald faz a separacdo do potencial em um termo de
longa distancia que é somado no espacgo discreto e em outro de curta distancia, que
seria uma soma de interagao carga-carga no espago real. Por meio da soma de Ewald,
o calculo das interagoes coulombianas escala com VN3, desde que o pardmetro x seja
devidamente ajustado. Mesmo reduzindo o custo computacional do calculo das interacoes
por pares, para sistemas com uma grande quantidade de particulas, a realizagdo desta
soma se tornaria proibitiva [103]. Um método alternativo, em que as interagoes escalam
com NIn N, é chamado de PME. Neste método, o valor de k é escolhido suficientemente
grande de modo que o tinico termo a contribuir para a soma no espago real é para |n| = 0.
Assim, este termo se reduz a utilizagao da Lei Coulomb, calculada com a utilizagao de raios
de corte [56]. Dessa forma, a soma no espago real é semelhante a soma das interagoes entre

pares de cargas pontuais e, por este motivo, é conhecido como a parte particle-particle do
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PME. Para compreender de onde vem o significado da parte mesh no método de PME,
relembremos que o potencial de longo alcance depende da transformada de Fourier da
densidade de cargas, p¢ (r).

No método PME o calculo da transformada de Fourier é realizada com a utilizacao
de transformadas de Fourier répidas, bastante conhecidas no calculo numérico [71]. Para
isto, a densidade de cargas é interpolada, distribuidas de acordo com uma funcao W,
em uma malha na caixa de simulacao; esta é parte Particle-Mesh do método. Uma vez
que a densidade de cargas na malha é conhecida, é possivel calcular o campo elétrico
e o potencial elétrico por meio da equacao de Poisson. Ainda, o campo na malha pode
ser interpolado para produzir a forca em cada carga da malha. Com este procedimento, o
calculo das interagoes coulombianas por pares escala com N In N, permitindo que sistemas
com maior numero de particulas sejam tratados, em comparacao com a soma de Ewald.
Além disso, Darden et. al. (1993) [103], ressaltam que o algoritmo é de facil programagao,
eficiente e bastante preciso para o estudo de sistemas macromoleculares.

E importante ressaltar que, no método de Ewald, em sistemas cuja carga total
é diferente de zero, cargas de fundo adicionais sao uniformemente distribuidas para
neutralizd-lo. Pelo fato de a distribuicao de cargas ser uniforme, artefatos e situagdes nao-
fisicas podem ser geradas quando se deseja simular sistemas nao-homogéneos, conforme
detalhado por Hub et. al [104], e, assim, se torna necessaria a inser¢ao de contra-ions

adequados no sistema.
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CAPITULO

NANOMEMBRANAS PEPTIDICAS

3.1 Introducao

A diversidade de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos aminoacidos,
propicia uma auto-organizacao de peptideos com diferentes caracteristicas estruturais e
energéticas. Sendo assim, os peptideos possuem grande potencial para a fabricacao de
materiais organicos com propriedades e fungoes ajustaveis a aplicagoes especificas [2].
Uma classe interessante de peptideos é conhecida como peptideos do tipo surfactante
(SLPs)!. SLPs sdo anfifilicos, ou seja, formados por uma cauda apolar (hidrofébica) e

uma cabega polar (hidrofilica), conforme representado na Figura (3.1).

Caudaapolar «~——— ————— Cabega polar

Figura 3.1: Um peptideo do tipo surfactante (SLPs) é formado por uma cauda apolar
(hidrofébica) e uma cabega polar (hidrofilica). Os SLPs podem se auto-organizar em
diferentes estruturas, tais como nanobelts, nanofitas, nanovesiculas, nanomembranas,
nanotubos, nanofibras, nanoesferas e micelas, dependendo da sequéncia primaria de
aminoacidos que os constituem, bem como do ambiente em que se encontram [11,37-42].

Entre as diversas nanoestruturas formadas por SLPs [11,37-42] as bidimensio-
nais (nanofitas e nanomembranas) merecem destaque, pois, além de possuirem diversas

aplicacoes, conforme reportado nas referéncias [2,8,13,49,52,53,105-108], o entendimento

I Traduzido do inglés Surfactant-like peptides (SLPs).
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da auto-organizacao destas nanoestruturas pode auxiliar na compreensao da formacao de
arquiteturas mais complexas [109,110].

Os SLPs possuem semelhancas com lipidios, no sentido de serem anfifilicos.
Nos lipidios, em solucao aquosa, uma forma particular de auto-organizacao é bastante
conhecida, as bicamadas lipidicas. Nelas, as caudas hidrofébicas interagem formando um
nucleo escondido da agua e a parte polar forma uma superficie bem definida de interagao
com o solvente, constituindo, assim, uma parte fundamental da membrana celular por onde
diversas proteinas se ligam para desempenharem funcoes essenciais as células. Childers
et. al., 2010 [111], utilizando de resultados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) dos
peptideos KLVFFALZ?, indicam que peptideos também podem adquirir uma arquitetura de
bicamada, assim como observado para lipidios. As nanomembranas peptidicas estudadas
neste trabalho seguem esta abordagem, portanto, foram modeladas formando estruturas
do tipo bicamadas.

Apesar de as bicamadas lipidicas e peptidicas apresentarem algumas semelhancas,
sabe-se que em uma bicamada lipidica as principais interacoes responsaveis pela auto-
organizacao sao interagdes hidrofébicas, que possuem pouca direcionalidade, enquanto
que em uma membrana peptidica as interagdes de hidrogénio (intensas e com direciona-
lidade) também desempenham um papel fundamental, proporcionando uma significativa
organizacao estrutural.

Trabalhos recentes desenvolvidos pelo grupo do professor G. Colherinhas investi-
gou o comportamento das LHs em fun¢dao da temperatura em nanomembranas formadas
pelos SLPs AgR3 [112]. Foi observado que a rede de LHs é mantida na faixa de tempera-
turas estudada, de 300K até 500K, ressaltando que estas nanomembranas poderiam ser
utilizadas em aplicagoes onde altas temperaturas sdo exigidas, como em supercapacito-
res [112]. Além disso, as nanomembranas peptidicas podem ter ntcleos com diferentes
hidrofobicidades, dependo da sequéncia de aminodcidos utilizada na formacao da cauda
hidrofébica, permitindo, assim, que a penetracao de moléculas agua e a passagem de
ions pelas nanomembranas sejam reguladas, bem como, que moléculas com diferentes ca-
racteristicas possam ser ligadas aos nicleos hidrofébicos. Esta caracteristica mostra que
membranas peptidicas podem ser adaptadas para transportar drogas com especial efici-
éncia [8,41,65], principalmente porque as superficies polares podem ser utilizadas como
marcadores para atingirem regioes especificas.

Nas nanomembranas constituidas de SLPs as superficies sdo bem definidas, e

existe uma grande densidade de residuos polares distribuidos. Nanomembranas com dife-

2 KLVFFAL — K = lisina, L = leucina, V = valina, F = fenilalanina e A = alanina.
3 AgR — A = alanina e R = arginina.
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rentes caracteristicas superficiais podem ser formadas dependendo da sequéncia de ami-
noacidos que compoe a cabeca polar, podendo ter caracteristicas como: carregadas posi-
tivamente, carregadas negativamente, com anéis aromaticos, dentre outras; e, portanto,
podem ser utilizadas em aplicagoes diversas. Nanoembranas com superficies ricas em
residuos de histidina (H) podem ser utilizadas para quelagao® de fons metdlicos [105].
Sabe-se que SLPs com cabecas polares constituidas de aminoédcidos carregados positiva-
mente, lisina (K) e arginina (R), tém atividade antibactericida e com baixa probabilidade
de induzir resisténcia a drogas [49]. Além disso, os residuos polares sao reconhecidos por
possuirem importantes fungoes em catdlises, complexacao de metais, transducao, entre
outros. Dessa forma, nanomembranas com grande densidade de residuos polares podem
ser utilizadas para estabiliza¢ao de proteinas [52], suspensoes coloidais [53] e até de com-
plexos fotossintéticos [41], que poderiam ser utilizados para desenvolvimento de baterias
biodegradéveis, auxiliar na transducao de virus [113] e possuirem propriedades tteis na
hemostasia® [13].

Diante da importancia das nanomembranas peptidicas, este capitulo objetiva
caracterizar, via simulagées de DM (completamente atomistica), as estruturas de nove
nanomembranas compostas por SLPs, a saber 1) I3V3A3G3K3 e K3G3A3Vsls; 2) AgH,
e AgHs; 3) LXGK (X = Q, S, N, G ou L) com terminagbes N-acetilado. Assim,
este trabalho estuda nanomembranas constituidas por uma variedade de aminoacidos,
isoleucina (I), valina (V), alanina (A), glicina (G), lisina (L), histidina (H), glutamina
(Q), serina (S), asparagina (N) e leucina (L), e sua importéncia reside na descri¢do do
papel de cada residuo na estabilidade das nanoestruturas.

No primeiro sistema, nanomembranas compostas por I3V3A3G3K3 e K3G3A3V3ls,
os aminodcidos isoleucina (I), valina (V), alanina (A) e glicina (G) formam uma cauda
hidrofébica enquanto os residuos de lisina (K) constituem uma cabega polar carregada.
Ressalta-se que os peptideos sao compostos pelos mesmos aminoacidos, mas ligados
em sequéncias primarias invertidas. Investigar estruturas formadas por peptideos em
sequéncias primarias diretas ou reversas é interesse de varios pesquisadores [8,114-117].
Embora ja tenha sido verificado que peptideos com sequéncias priméarias invertidas
podem levar a formacao de estruturas distintas, o porqué isso ocorre ainda carece de
maiores investigacoes. Sabe-se que a inversao da sequéncia primaria modifica a torcao e
a disposicao das cadeias laterais dos peptideos [117]. Além disso, altera qual aminodcido

esta ligado ao terminal C ou ao terminal N — o peptideo I3V3A3G5K3 possui o terminal C

4 Quelacdo — interacdo quimica formada por ligacdes covalentes coordenadas onde um par de moléculas
compartilha seus elétrons com um ion metalico prendendo-o como se fosse uma pinga.

5 Hemostasia se refere & resposta fisiolégica do corpo para a prevencio e interrupcio de sangramento e
hemorragias.

& Instituto de Fisica — UFG



3.1. Introducdo 78

ligado a lisina (K) carregada enquanto o peptideo K3G3A3V313 possui o terminal N ligado
a ela — e, consequentemente, a distribuigdo de cargas nos peptideos [117]. Os peptideos
I3V3A3G3 K3 e K3G3A3Vsls foram estudados experimentalmente por Cao et. al. [8]. No
estudo experimental, notou-se que ambas as sequéncias de aminodacidos se auto-organizam
formando nanomembranas com espessuras bem definidas, parametro fundamental para
avaliar a qualidade dos nossos resultados, obtidos teoricamente. Assim, na etapa de
modelagem, verificamos qual seria a melhor forma de organizar os peptideos, formando as
nanomembranas, para obter, apos as etapas de simulagao, estruturas com caracteristicas
membranares com espessuras semelhantes as observadas experimentalmente, conforme
seré apresentado na Se¢ao (3.3.1.1). Nossos resultados, obtidos via DM, estdo em bom
acordo com os resultados experimentais, propiciando, dessa forma, a caracterizacao da
organizacao dos peptideos de uma forma que possa, de fato, ocorrer em uma situacao
real.

No segundo sistema, sdo estudadas nanomembranas peptidicas compostas por
uma sequéncia de 6 alaninas (Ag), formando uma cadeia hidrofébica, ligada a um
residuo de histidina (H. ou Hs). Esses peptideos foram estudados experimentalmente
por Castelletto et. al. [105] e mostraram eficiéncia na quelagdo de fons metalicos, em
particular, fons Zn?". Um estudo detalhado desses peptideos é essencial, principalmente
porque a formagao de agregados peptidicos do tipo amiloide-3 (Af3), os quais sao a chave
para eventos patolégicos como a doenca de Alzheimer, é promovido por cdtions Zn?*
ligados a residuos de histidina (H) na sequéncia AS. Entao, o tratamento de placas
senilicas com agentes quelantes de Zn?* poderia levar & menor ligacao dos fons Zn** aos
residuos de histidina (H) da sequéncia do A/, levando ao rompimento do amiloide [105].
Nosso estudo obtém a distancia de separacgao entre as laminas peptidicas que compdem as
nanomembranas e as espessuras de cada nanomembrana em bom acordo com resultados
reportados experimentalmente, ressaltando o bom insight na modelagem da estrutura
membranar inicial.

No terceiro sistema, modelamos as nanomembranas estudadas experimentalmente
por Wang et al. [106], constituidas da sequéncia priméaria de aminodcidos I3XGK, isto
é, peptideos compostos por uma cauda neutra, consistindo de residuos de isoleucinas (I),
glicina (G) e um residuo X, que varia em cada estrutura, e uma cabega polar carregada,
consistindo de residuos de lisina (K). O aminodcido X pode ser polar (glutamina (Q),
serina (S), asparagina (N)), ou apolar (glicina (G), e leucina (L)). Assim, nossos
resultados buscam identificar quais alteragoes estruturais e energéticas ocorrem em
nanomembranas que contém residuos polares na cauda neutra (I3QGK, I3SGK, e
I3NGK), em relagdo aquelas que contém apenas residuos apolares nesta regiao (I3GGK
e GLGK). Wang et. al. [106] indicam, por meio de observagdes experimentais, que nas
nanomembranas onde ha residuos polares na cauda neutra, ocorre a formacao de LHs

entre cadeias laterais dos peptideos em vez de apenas entre as cadeias principais, como é
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largamente conhecido na literatura, formando o que denominam ziperes polares. Nossos
resultados confirmam que ocorrem ziperes polares entre folhas-f vizinhas (LHs entre
cadeias laterais dos peptideos) dos peptideos I3XGK (X = Q, S, N) e ndo somente
entre as cadeias principais dos peptideos formando as folhas-3. Estes resultados sugerem
que ziperes polares podem conectar varias folhas-f formando fitas bastante largas,
oferecendo uma rota agil para o desenvolvimento de nanoestruturas utilizando uma espécie
de empilhamento de folhas-f# [106]. Dessa forma, um estudo de caracterizacao destas
nanomembranas se torna relevante. Neste trabalho, resultados estruturais comparaveis
aos reportados experimentalmente foram obtidos, indicando a confiabilidade dos dados
apresentados. Assim, nosso trabalho corrobora com o entendimento de resultados ja
obtidos experimentalmente [106], e fornece novos insights que possibilitam a elaboragao
de novos nanomateriais baseados na propriedade dos ziperes polares.

Esta tese realiza a caracterizacao estrutural e energética de nanomembranas pep-
tidicas, por meio de andlises dos perfis de densidade de massa, das fungoes de distribuicao
radial de pares, das LHs, e das interagoes coulombianas e vdW, que juntamente com as
LHs desempenham papel fundamental no entendimento da estabilidade dos sistemas es-
tudados. Em especial, foi realizada uma anélise detalhada das LHs, em que é apresentado
o nimero médio de LHs entre os peptideos, entre os residuos e entre os residuos e as
moléculas de dgua. Uma avaliagao sobre as dire¢des em que ocorrem as LHs também foi
considerada, possibilitando uma boa descricao da formagcao dos ziperes polares, e, ainda,
um estudo sobre as fungoes de correlagdo temporal das LHs, o que permitiu uma boa
descricao de como sao as interacoes soluto-solvente. Estas informagoes podem auxiliar no
desenvolvimento de aplicagoes baseadas na hidratacao das nanomembranas. Foi desen-
volvida também uma analise estrutural sobre os nicleos hidrofébicos de cada membrana
e sobre suas superficies carregadas, indicando como ocorre a interagao delas com o meio
solvente.

Do ponto de vista tedrico, este trabalho traz avangos ao obter sucesso na ca-
racterizacdo das nanoestruturas (com resultados tedricos compardveis aos experimentais)
utilizando ferramentas computacionais. Esta validacao permite que novos nanomateri-
ais sejam projetados de maneira tedrica. Assim, novas propriedades desejaveis podem
ser estimadas computacionalmente, permitindo significativo avancgo cientifico no design e
engenharia de nanomateriais orgéanicos.

Os resultados apresentados neste capitulo se encontram publicados em 3 artigos
cientificos, intitulados: 1) Elucidating N Hy-13V3A3G3K3-COOH and N Hy-K3G3A3V3l3-
COOH polypeptide membranes: A classical molecular dynamics study; 2) AgH polypeptide
membranes: Molecular dynamics simulation, GIAO-DFT-NMR and TD-DF'T spectroscopy
analysis; e 3) The influence of polar and non-polar interactions on the self-assembly
of peptide nanomembranes and their applications: An atomistic study using classical

molecular dynamics; e podem ser consultados nas referéncias [65, 67, 68].
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3.2 Metodologia

3.2.1 Sistemas Simulados

3.2.1.1 Nanomembranas [3V3A3G3K3 e K3G3A3V3l3

Nesta secao, apresentamos detalhes sobre a modelagem computacional de nano-
membranas compostas por peptideos com os mesmos aminoacidos, mas com sequéncias
primarias invertidas, N Hy — I3V3A3G3K3 — COOH e NHy — K3G3A3V313 — COOH, Fi-
gura (3.2). Foi utilizada a convengao usual para as terminac¢oes N (NHy) e C (COOH),
i.e, o terminal N ligado ao aminoacido mais a esquerda da sequéncia primaria enquanto o
terminal C esta ligado ao aminoacido mais a direita da sequéncia primaria. Com isto, ao
longo deste trabalho, as terminagoes dos peptideos foram omitidas. Os residuos apolares
apresentam apenas grupos alquila na cadeia lateral, ou seja, formadas por carbonos e
hidrogénios.

O residuo de glicina (G) ¢ o menos hidrofébico por possuir uma cadeia lateral
composta apenas por um atomo de hidrogénio. J4 a alanina (A) possui a cadeia lateral
formada por —C'Hj3, sendo, o segundo residuo menos hidrofébico a compor as nanomem-
branas. A valina (V) apresenta a cadeia lateral composta por —C3H7. Este residuo ja
apresenta uma hidrofobicidade maior e, além disso, devido as ramificacoes, deve con-
tribuir para ligacoes entre as cadeias laterais dos peptideos por efeitos estéricos, i.e.,
formando um encaixe da cadeia lateral deste aminoacido com outro aminoacido em uma
folha-f vizinha [32]. Por fim, o residuo apolar de isoleucina (I) apresenta em sua cadeia
lateral o grupo —CyHy. Portanto, este residuo é o mais hidrofébico e, também, aquele que
deve ter maior contribui¢do para a formacao de efeitos estéricos [32] nestas nanomem-
branas. J& o residuo de lisina (K), neste trabalho, apresenta uma cadeia lateral formada
por —CyHgN H3 ", sendo, portanto, carregado positivamente. Sabe-se que, os peptideos
tendem a se ligar por meio de LHs entre as cadeias principais formando folhas-3 paralelas
ou antiparalelas e, lateralmente, elas devem se ligar por meio de efeitos estéricos [32]. Os
aminoacidos ligados em sequéncias primarias invertidas formam peptideos que se diferem
pelos angulos de torcao, pela disposicdo dos residuos nas cadeias laterais e pelos termi-
nais ligados a lisina carregada. A diferenca na torcao e na disposicao dos aminoacidos
nas cadeias laterais altera, consequentemente, a interacao entre elas por meio de efeitos
estéricos, levando a formagao de nanomembranas com diferentes niveis ou possibilidades
de hidratagoes. Além disso, a lisina ligada ao terminal C ou ao terminal N modifica a
distribuicao de cargas nos peptideos.

Nosso estudo consistiu, primeiramente, na simulacdo de um unico peptideo
(mondmero) I3V3A3G3K3 e K3G3A3V313 solvatado em dgua, Figura (3.2), com a finalidade

de compreender as alteragoes energéticas e estruturais que ocorrem quando um peptideo
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passa de uma configuracdo de monomero solvatado para uma estrutura organizada

formando nanomembranas.

A) B)

NH, [

P F COOH NH, {%ﬁ&w } COOH
[E—' K, [ o T s

I
3 3 Aq vV, l5

Figura 3.2: Mondémeros A) NH2 - [3‘/3143G3K3 — COOH e B) NH2 - K3G3A3‘/E3]3 —
COOH. Os mondmeros sao compostos por residuos de isoleucina (I), valina (V), alanina
(A) e glicina (G) (em roxo, ferrugem, cinza e amarelo, respectivamente) formando uma
cauda hidrofébica e lisina (K) (em vermelho) constituindo uma cabeca polar carregada.
Os terminais N e C estao representados em verde e laranja, respectivamente.

Posteriormente, os peptideos foram organizados formando membranas de dimen-
soes nanométricas, utilizando a seguinte logica: construimos um mondémero composto pela
sequéncia [3V3A3G3 K3 e o alinhamos na direcao z. Em seguida, outro monoémero também
composto por I3V3A3G3K3 foi alinhado na direcao z, rotacionado em 180° na direcao x
e transladado o suficiente para se encaixar no peptideo anterior, formando, assim, um
dimero com mondmeros invertidos. Este dimero foi entao replicado 4 vezes na direcéo y e
7 vezes na dire¢ao z, formando uma nanomembrana contendo (4 x 7 x 2) = 56 peptideos,
de maneira que lateralmente os monomeros ficassem o mais préoximo possivel, mas sem
que houvesse contato direto entre cadeias laterais de folhas-f vizinhas, Figura (3.3). O
mesmo procedimento foi usado para o peptideo K3G3A3V313. O nimero de réplicas foi
escolhido para reproduzir uma nanomembrana com dimensoes iniciais proximas de 6,0 e
5,6 nm nas direcoes y e x, respectivamente. Membranas maiores poderiam ser modela-
das, mas o custo computacional poderia inviabilizar o estudo. Obviamente, a simula¢ao
de uma membrana maior poderia possibilitar a observagao de quebras e/ou dobras na
nanoestrutura, no entanto, ressaltamos que uma nanoestrutura menor, como a utilizada
neste trabalho, representa parte de uma nanoestrutura maior, sendo capaz de representar
suas caracateristicas estruturais e energéticas.

As espessuras das nanomembranas observadas experimentalmente foram de

d(]g‘/gA:;GgKg) = (4,0 + O, 5) nm e d(KgGgAg‘/gIg) = (3,9 + 0,5) nim [8] O COIIlpI'i—
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Plano yx Plano xz Plano xy Caixa |

13V3A3G;K;

K3G3A3V3l;

Figura 3.3: Representacao dos planos yz, xz e xy e uma vista lateral das caixas de
simulagdo das nanomembranas iniciais [3V3A3G3K3 (acima) e K3G3A3V3l3 (abaixo).
Isoleucina (I), valina (V), alanina (A), glicina (G), lisina (K) e dgua estao representadas
em roxo, ferrugem, cinza, amarelo, vermelho e azul, respectivamente. As nanomembranas
peptidicas foram inseridas entre duas camadas de adgua, formando uma dupla superficie
de interacao com as moléculas do solvente.

mento de um peptideo I3V3A3G3 K3 € cerca de 5,5 nm, assim, nossas nanoestruturas foram
pensadas da forma apresentada na Figura (3.3), esperando que, apds a relaxagao dos sis-
temas e da interacdo das nanomembranas com a agua, elas se tornassem mais compactas,
atingindo espessuras semelhantes as observadas experimentalmente. Estas nanomembra-
nas, compostas por 56 peptideos, foram inseridas entre duas camadas de dgua, formando,
em cada uma, duas superficies de contato direto com o solvente. Nao foram adicionadas
moléculas de dgua entre as nanomembranas, na estrutura inicial. O preenchimento das
caixas de simula¢ao com moléculas de dgua foi feito utilizando o programa Packmol [118],
com uma separacao de 2,0 A entre as moléculas. Assim, tornou-se possivel observar como
ocorre a hidratacao das nanomembranas.

A Tabela (3.1) apresenta a composigdo dos sistemas simulados. Cada peptideo
possui 3 lisinas (K), portanto, carga elétrica +3e. Cada membrana simulada possui um
total de 56 peptideos, resultando em uma carga elétrica total de +168e. Para neutralizar
o sistema, 168 fons cloreto, C1'~, foram adicionados de forma aleatéria nas caixas de
simulacdo, na regiao onde foram inseridas as moléculas de agua.

Em um processo de modelagem molecular, configuracoes iniciais distintas sao
testadas. Sendo assim, diferentes distancias entre as cadeias laterais foram simuladas.
Ainda, testamos nanomembranas formadas por mondmeros replicados. Somente as nano-

estruturas que apresentam estabilidade durante o processo de simulagao e, principalmente,
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levam a resultados comparaveis com resultados experimentais sao utilizadas para analise.
No Apéndice (A), apresentamos algumas nanoestruturas iniciais que nao levaram a re-
sultados compativeis aos reportados experimentalmente.

Tabela 3.1: Numero de &tomos que compoem as caixas de simulacao para os monomeros e

para as nanomembranas I3V3A3G3 K3 e K3G3A3V3l3 e o nimero de ocupacao de peptideos,
pep/nm?.

MD # Peptideos # lons # Agua # Atomos Pep /nm?
I3V3A3G3 K3 1 3 23.954 72.090 -
I3V3A3G3 K3 56 168 7.044 33.900 1,41
K3G3A3Vsls 1 3 23.425 70.503 -
K3G3AsVsls 56 168 7.044 33.900 1,86

3.2.1.2 Nanomembranas AgH, e AgH;s

Investigamos nanoestruturas peptidicas compostas por 6 alaninas (Ag), formando
uma cauda hidrofébica e um residuo polar de histidina (H, ou Hs). O residuo de
histidina (H) possui um anel aromético na cadeia lateral, que se encontra protonado
em pH< 6. O sistema simulado apresenta um pH neutro, entao utilizamos uma histidina
(H) desprotonada. A histidina (H) em seu estado neutro, apresenta dois tautémeros: o
atomo de hidrogénio pode estar ligado ao nitrogénio épsilon (vamos denotd-la H.) ou
ao nitrogénio delta (vamos denotd-la Hs) do anel aromatico. Biologicamente estes dois
estados sao acessiveis, dependendo das condi¢des do meio. Trabalhos anteriores indicam
que os dois tautomeros tendem a adquirir conformagoes diferentes de acordo com o atomo
de nitrogénio livre para realizar LHs [119]. Sendo assim, neste trabalho, a modelagem
das nanomembranas considerou estes dois tautomeros da histidina (H). Os peptideos
AgH, e AgHs foram simulados na conformagao de mondmero e, também, pré-estruturados
formando nanomembranas. Entao, quatro sistemas foram simulados, AgH. (mondmero e
membrana) e AgHs (mondémero e membrana), para possibilitar a comparagdo entre as
estruturas livres e auto-organizadas.

A Figura (3.4) apresenta as estruturas iniciais e finais dos mondmeros AgH,
e AgH;y simulados em &dgua. Experimentalmente, foi mostrado que estes peptideos se
auto-organizam formando nanomembranas [105]. Sendo assim, modelamos estruturas
membranares para avaliar a estabilidade das mesmas, a partir de simulagées de DM,
Figura (3.5).

As nanomembranas foram inicialmente estruturadas pela justaposicao de dois
mondmeros formando um dimero (com os mondmeros rotacionados 180° entre si e trans-
ladados de uma certa distdncia de maneira que nao houvesse contato entre eles). Este
dimero foi entao replicado 5 vezes na direcao x e 10 vezes na direcao y formando nano-
membranas com 100 mondmeros. As estruturas finais possuem dimensoes de aproximada-

mente 5,2 e 5,6 nm nas diregoes x e y, respectivamente, o que é factivel para simulagoes
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Figura 3.4: Monomeros iniciais A) AgH. e B) AgHjy; e suas respectivas caixas finais de
simulagao. Nota-se que os peptideos tendem a se dobrar, devido as interagoes entre seus
residuos e com as moléculas de dgua, na tentativa de atingir uma conformacao que reduza
a energia potencial do sistema. Alanina (A) e histidina (H) estao representadas em roxo
e vermelho, respectivamente. As moléculas de dgua estao representadas em azul-claro. A
diferenga entre os dois monoémeros esta na posicao de um atomo de hidrogénio no anel
aromético (marcado em azul-escuro) — um no nitrogénio épsilon (H,) e outro no nitrogénio
delta (Hjy).

A)

Figura 3.5: Vista lateral das configuragdes iniciais das nanomembranas A) AgH, e B)
AgHjs. Dois mondmeros foram emparelhados, um invertido em relagdo ao outro, formando
um dimero. Este dimero foi replicado 5 vezes na dire¢ao y e 10 vezes na direcdo «x,
formando nanomembranas compostas por 100 mondémeros. A diferenca entre as duas
nanomembranas estd na posi¢ao de um atomo de hidrogénio no anel aromatico (marcado
em azul-escuro) — um no nitrogénio épsilon (H,) e outro no nitrogénio delta (Hsy).

computacionais desta natureza. As nanomembranas foram colocadas em caixas de simu-
lacao contendo moléculas de agua até aproximadamente 3,0 nm acima e abaixo delas,
na direcao z. As moléculas de agua foram introduzidas na caixa de simulacdo de forma
aleatoria utilizando programa gmax solvate, implementado no GROMACS, e, dessa forma,
moléculas de agua foram inseridas inclusive entre as laminas das nanomembranas. No
entanto, ressaltamos que devido a proximidade entre os peptideos, poucas moléculas de
agua foram posicionadas no interior das membranas. As vistas laterais das configuracoes
iniciais das nanomembranas estao apresentadas na Figura (3.5) e a Tabela (3.2) mostra a

composicao dos sistemas simulados na conformagao de mondémero e membrana e o nimero
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de pep/nm? nas nanomembranas.

Tabela 3.2: Composi¢ao dos mondmeros e nanomembranas AgH, e AgHs simulados em
solucao aquosa e o nimero de peptideos por nm? em cada membrana.

MD # Peptideos # Agua # Atomos Pep/nm?

AgH, 1 4.046 12.218 -
AcH. 100 5.917 25.751 3,45
AeHs 1 4.046 12.218 -
AgH; 100 5.922 25.766 3,47

3.2.1.3 Nanomembranas [3XGK

Nanomembranas peptidicas compostas pela sequéncia primaria Ac — [3XGK —
NH; (X = glutamina (Q), serina (S), asparagina (N), glicina (G), ou leucina (L)) foram
estudadas via DM, Figura (3.6). As nanomembranas Ac—I3XGK — N H,, foram simuladas
com o terminal N-acetilado. Com isto, ao longo do restante do trabalho as terminacoes
serdo omitidas. Para estas nanomembranas, os residuos de isoleucina (I), glicina (G e G), e
leucina (L) sdo nao polares. A glicina (G e G) é um aminodcido com apenas um nitrogénio
na cadeia lateral e, assim, nao é 6bvio se este residuo desempenha um papel hidrofébico ou
hidrofilico. Sendo assim, enfatizamos que ao longo deste trabalho este residuo foi tratado
como hidrofébico. Ainda, a glicina (G e G), tem uma grande liberdade de conformacao e
é esperado que sua cadeia lateral nao interaja de forma significante com a cadeia lateral
de aminodcidos vizinhos. A lisina (K) é um aminoédcido polar carregado e neste estudo
possui carga elétrica total igual a +1e. Por fim, os aminoécidos glutamina (Q), serina (S)
e asparagina (IN) sdo aminoacidos polares neutros.

Os peptideos estudados aqui possuem uma cauda neutra ([3XG) e um cabeca
polar carregada (K). De acordo com o aminodcido na posi¢do X, os peptideos possuem
diferentes propriedades fisicas e quimicas. Os peptideos [3QGK, I3SGK, e IsNGK
sao peptideos com residuos polares e apolares na cauda neutra enquanto nos peptideos
I3GGK e I3LGK tém apenas residuos nao polares (hidrofébicos). Dessa forma, ao longo
deste trabalho, ndés denominamos as nanomembranas [3QGK, I3SGK e IsINGK de
nanomembranas polares e as nanomembranas [3GGK e I3LG K de nanomembranas nao
polares.

Resultados experimentais reportados por Wang et. al. [106], demonstraram que
os peptideos com residuos polares na cauda neutra ([3QGK, I3SSGK e I3NGK) se
auto-organizam formando nanofitas/nanomembranas onde ocorrem a formacao de ziperes
polares entre as cadeias laterais de folhas-f vizinhas. Por outro lado, os peptideos
com apenas residuos apolares na cauda neutra (I3GGK e I3GLGK) se auto-organizam
em estruturas do tipo fibras amiloide ou com formas pouco definidas. Neste estudo,

modelamos ambas as estruturas como nanomembranas (uma vez que nanofibras podem
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Figura 3.6: Estrutura molecular dos peptideos [3XGK (X = glutamina (Q), serina (S),
asparagina (N), glicina (G), e leucina (L)). Q, S e N sao aminoacidos polares. G e L sao
aminoacidos nao polares. Carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio estao representados
em azul-claro, azul, verde e branco, respectivamente.

ser formadas por nanomembranas torcidas [120], ou entrelagadas como as encontradas nas
estruturas fibrosas do coldgeno) com o objetivo de avaliar se ha diferengas estruturais e
energéticas que demonstrem o observado experimentalmente.

Neste estudo, nés pré-organizamos os mondmeros 3XGK (X = Q, S, N, G ou
L) criando nanomembranas, seguindo os modelos apresentados por Wang et. al. [106],
e entdao avaliamos a estabilidade das nanoestruturas durante o processo de simulacao.
As nanomembranas polares foram inicialmente construidas pela justaposicao de dois
monomeros, formando um dimero, sendo um mondémero rotacionado em 180° em relagao
ao outro, de maneira a ficarem invertidos, Figura (3.7 A), e com um deslocamento de um
residuo (isto é, a primeira isoleucina (I) de um dos mondémeros estd préxima da glicina
(G) do outro - deslocado em relagao ao residuo de lisina (K)). O dimero foi construido
de maneira que os residuos polares ficassem voltados para o mesmo lado (aumentando
a polaridade lateral do peptideo). Assim, o dimero possui um lado polar e outro apolar,
Figura (3.7 A).

Em seguida outro dimero semelhante foi encaixado lateralmente, de maneira que
uma face polar estivesse voltada para outra face polar e uma face apolar estivesse voltada
para outra face apolar do dimero vizinho, Figura (3.7 B). O encaixe lateral foi feito
de maneira que a distancia entre as cadeias dos residuos X fosse minima (mas sem que
houvesse contato entre elas) facilitando a formagao de LHs laterais. A melhor configuragao
forneceu um cardter ondulado para as nanomembranas, Figura (3.7 C). Cada membrana
foi construida com 64 monomeros. A configuracao inicial da nanomembrana I3QGK esté
ilustrada na Figura (3.7). As configuragoes iniciais das demais nanomembranas estao

apresentadas no Apéndice (B), Figura (B.2).
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Em resumo, nas nanomembranas polares ha regioes onde apenas efeitos hidrofé-
bicos serao as responsaveis por manterem ligadas as cadeias laterais das folhas-/ vizinhas,
e outras regides em que podem existir também LHs. Um tratamento similar foi realizado
para as nanomembranas nao polares, mas neste caso apenas interacoes hidrofobicas serao
as responsaveis por estabilizar as cadeias laterais das folhas-/ vizinhas, Figura (B.2) no
Apéndice (B).

A) B)
Regido de ziper polar

5 a/ 3

g_ o
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Figura 3.7: Configuragao inicial da membrana I3QGK . A) Dois mondmeros empilhados
formando um dimero com lados de diferentes caracteristicas: um polar constituido pelas
cadeias laterais dos residuos de Q e I e outro apolar constituido pelas cadeias laterais dos
residuos de I e G. B) Os dimeros foram replicados e posicionados de maneira que um lado
polar ficasse voltado para outro lado polar e um lado nao polar ficasse voltado para outro
lado nao polar, formando uma membrana com regioes onde ha possibilidade de formacao
de ziperes polares. C) Diferentes vistas da configuracao inicial da membrana. Lisina (K),
isoleucina (I), glicina (G) e glutamina (Q) estao representadas em azul-claro, verde, cinza,
e laranja, respectivamente. As configuragoes iniciais das demais nanomembranas estao
presentes na Figura (B.2), no Apéndice (B).

Em seguida, cada nanomembrana foi centralizada em uma caixa de simulacao
de cerca de 8 nm de comprimento na direcdo z, contendo moléculas de agua em
aproximadamente 2,5 nm acima e abaixo delas. As moléculas de agua foram inseridas na
caixa de simulagao de forma aleatéria, inclusive no interior das nanomembranas, utilizando
o programa gmz solvate. Ressaltamos ainda que, conforme indicado anteriormente, cada
residuo de lisina (K) possui carga elétrica total igual a +1e, entdo, para cada lisina (K)
foi adicionado um fon de cloro, C1'~, para neutralizar o sistema, totalizando assim, 64

ions de cloro dentro da caixa de simulacao de cada nanomembrana.
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Novamente, em um processo de modelagem computacional, diferentes estruturas
iniciais sao testadas. Quando elas nao sao energeticamente favoraveis, podem ocorrer ras-
gos ou a ruptura das nanomembranas, e, consequentemente, levar a resultados nao com-
paraveis aos experimentais. As estruturas iniciais também sdo submetidas a diferentes
protocolos de equilibracao, alternando simulagoes nos ensembles NVT e NPT. As confi-
guracoes iniciais, apresentadas aqui demonstraram boa estabilidade durante o processo
de simulacao e, sobretudo, levaram a estruturas finais comparaveis as obtidas experimen-
talmente [106].

A Tabela (3.3) contém a composicao dos sistemas simulados e uma estimativa da
quantidade de peptideos por unidade de area.

Tabela 3.3: Numero de dtomos nos monémeros e nanomembranas [3XGK (X = Q, S,

N, G ou L) e o ntimero de peptideos por nm?.

MD # Peptideos # lons # Agua # Atomos Pep/nm?
I3QGK 64 64 6824 27704 2,0
IsSGK 64 64 5730 24038 2,1
IsSNGK 64 64 5833 24539 2,0
I3GGK 64 64 6064 24784 2,1
I3 LGK 64 64 7656 30328 1,8

3.2.2 Protocolo Geral de Simulacao

Os peptideos e fons de cloro, C1'~, foram modelados utilizando o campo de
forcas CHARMMS36 [83], enquanto o ambiente aquoso foi modelado utilizando o campo
de forcas TIP3P [121]. O tempo total de simulagdo foi de 111 ns para as nanomembranas
I3V3A3G3 K3 e K3G3A3Vs13, e de 110 ns para as nanomembranas AgH,, AgHs e 3XGK.
O tempo total de simulagdo consistiu de uma etapa de equilibracdo e de uma etapa
de producao da trajetéria, cuja andlise foi realizada. Cerca de 45% do tempo total de
simulacao foi utilizado para a producao da trajetoria. Durante a etapa de equilibragao, a
evolugao temporal da energia potencial foi monitorada e, somente apés esta propriedade
alcancar o equilibrio termodindmico é que a etapa de producao da trajetéria foi realizada,
no ensemble NPT. Para todas as nanomembranas, apenas os ultimos 50 ns foram
utilizados para producao da trajetoria no ensemble NPT, de onde foram extraidas 25000
configuragoes igualmente espagadas para analise estatistica. Os detalhes do processo de
equilibragdo para cada sistema em especifico estao apresentados no Apéndice (C).

Os sistemas foram mantidos a uma temperatura apropriada de 300 K e a uma
pressao de 1,013 bar por meio dos algoritmos de welocity rescaling [92] e Parrinello-
Rahman [96] com acoplamento semi-isotrépico e constantes de acoplamento de 0,1 e 2,0

ps, respectivamente. Todos os comprimentos das ligagoes foram mantidos fixos por meio

& Instituto de Fisica — UFG



Capitulo 3. NANOMEMBRANAS PEPTIDICAS 89

do algoritmo LINCS® [122]. Um raio de corte de 1,2 nm foi utilizado para as interagoes
de LJ e as interagdes eletrostaticas foram tratadas por meio do esquema de PME [103],
em ambas as interagoes um amortecimento do tipo potencial Shift-Verlet foi utilizado.
Para simular sistemas eletronicamente neutros, foram adicionados contra-ions, quando
necessario. O tamanho do contra-ion pode influenciar nos resultados uma vez que podem
acontecer interacoes indesejadas do sistema com estes contra-fons, assim, dtomos de C1'~
foram escolhidos, pois, eles ndo provocam mudancas significativas no ambiente estrutural
em que as nanomembranas sao simuladas. Todas as simula¢oes de DM foram realizadas
utilizando o programa Groningen Machine for Chemical Simulations (GROMACS) [123].
Mapas das superficies das nanomembranas foram obtidos por meio do programa Grid-
Based Membrane Analysis Tool (GridMAT) [124]. A produgao das imagens e as analises

visuais foram realizadas utilizando o programa Visual Molecular Dynamics (VMD) [125].

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Nanomembranas formadas por: [3V5A3G5K3 e K3G3A3V315

3.3.1.1 Resultados estruturais e perfis de densidade

Ap6s o periodo de equilibracao, visualmente, ambas as nanomembranas apresen-
taram superficies bem definidas e uma separacdo do meio solvente no qual elas foram
inseridas. Foi observada uma forte hidratacao do interior das nanomembranas, com a pre-
senga de moléculas de dgua, como pode ser visualizado na Figura (3.8). Estas nanomem-
branas apresentaram, portanto, caracteristicas de hidrogéis. Nota-se que na membrana
13V3A3G3 K3 ocorreu maior hidratacao. Algumas justificativas para esta diferenca de hi-
dratacao serao fornecidas com base na quantidade de LHs e nas interacoes de Coulomb e
vdW, a serem apresentadas nas se¢Oes seguintes.

A separacao entre as superficies das nanomembranas e a 4gua pode ser observada
com base nos perfis de densidade de massa ao longo do eixo z, Figura (3.9). Por meio
deles, também é possivel notar que ocorreu maior hidratagdo da membrana I3V3A3G3K 5.
Na nanomembrana K3(G3A3V313 os ions cloreto ficam concentrados somente na superficie
enquanto na nanomembrana I3V3A3G3K3 eles penetram para seu interior. Apresentamos
também os perfis de densidade de massa para cada residuo ao longo do eixo z, Figura
(3.9), por meio dos quais podemos concluir que na membrana K3G3A3V313 hd uma melhor

separacao entre os residuos.

6 Do inglés Linear Constraint Solver for molecular simulations (LINCS).
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Plano yz Plano xz Plano xy Caixa

13V3A;G;3K;

K3G3A3Val;

Figura 3.8: Representacao dos planos yz, xz e xy das configuragoes finais das nanomem-
branas I3V3A3G3K3 (acima) e K3G3A3Vsls (abaixo). Isoleucina (I), valina (V), alanina
(A), glicina (G), lisina (K) e dgua estao representadas em roxo, amarelo ferrugem, cinza,
amarelo, vermelho e azul, respectivamente. Uma vista lateral das caixas de simulacao
contendo somente o perfil das moléculas de dgua, no plano yz, apés 110 ns de simulagao,
também, esta representada.

Pelos perfis de densidade de massa, ao longo do eixo z, Figura (3.9), também é
possivel extrair uma estimativa da espessura de cada membrana, utilizando a diferenca
entre as duas interfaces de separagao das nanomembranas com a agua. Para obter a
espessura média, dividimos a trajetoria de DM de 50 ns em 10 blocos com 5 ns cada e
para cada um deles, foi determinada a espessura da membrana, calculando a média e o
desvio padrao destes valores. As espessuras obtidas para as nanomembranas I3V3A3G3K3
e K3G3A3V313 foram iguais a (3,98 4+0,56) nm e (4,80 £+ 0,05) nm, respectivamente. As
espessuras experimentais reportadas por Cao et. al. [8] sdo de (4,0+0,5) e (3,9 £ 0,5)
nm para as nanomembranas I3V3A3G3K3 e K3G3A3V515, respectivamente.

Resultados mais precisos para as espessuras das nanomembranas foram calculados
por meio do programa GridMat [124], que possibilitou a construgdo de mapas das
superficies das nanomembranas. A superficie de cada membrana foi dividida em partes
menores, [3V3A3G3K3 em 380 (20 x 19) e K3G3A3V3l3 em 320 (20 x 16) partes, e
para cada uma delas a espessura foi calculada. A espessura média obtida utilizando
esta abordagem foi de (3,49 4+ 0,80) e (4,70 £+ 0,54) nm para as nanomembranas
I3V3A3G3 K5 e K3(G3A3Vsls, respectivamente, em bom acordo com as espessuras obtidas
experimentalmente [8]. Os mapas superficiais, apresentados na Figura (3.10), indicam que
ambas as nanomembranas possuem superficies com espessuras irregulares, nao uniformes.

A nanomembrana K3G3A3V313 possui superficies com ondulagoes.
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Figura 3.9: Perfis de densidade de massa ao longo do eixo z (normal & membrana)
em 10° kg.m™3. Acima, estdo representados os sistemas I[3V3A3G3K3 (& esquerda) e
K3G3A3V3l3 (& direita). Abaixo, estdo representados os perfis de densidade de massa
para cada residuo que compoe os sistemas I3VsAsGs Ky e K3G3A3V3ls. Agua, peptideo,
fons cloreto, Isoleucina (I), Valina (V), Alanina (A), Glicina (G), e Lisina (K) estao
representados em azul, verde, roxo, vinho, cinza, verde oliva e vermelho, respectivamente.

As areas superficiais das nanomembranas I3V3 AsG3 K3 e K3(G3A3V313 sdo respec-
tivamente iguais a 39,7 nm? e 30,2 nm?, e, portanto, o nimero de peptideos por nm? é
igual a 1,41 e 1,85 pep/nm?. Na membrana K3G3A3V313 os peptideos ficam mais proxi-
mos, e isto indica que nesta membrana as interagoes entre os peptideos sao maiores que
na membrana I3V3A3G5K3 fornecendo, dessa forma, uma menor possibilidade de hidra-
tagao devido a compactacao da nanomembrana. As densidades superficiais obtidas para
as nanomembranas [3V3A3G3K3 e K3G3A3Vsl3 sao comparaveis com as densidades su-
perficiais obtidas para outros sistemas: as nanomembranas EFL,FE” ¢ REL,FR® [9]

2

apresentam densidades superficiais de 1,56 e 1,47 pep/nm?; as nanomembranas AgK® e

AgR'" apresentam densidade superficial de 1,96 e 1,85 [26] pep/nm?.

" EFL,FE — E = glutamato, F = fenilalanina e L = leucina.
8 RFL,FR — R = arginina, F = fenilalanina e L= leucina.

9 A¢K — A = alanina e K = lisina.

0 A¢R — A = alanina e R = arginina.
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K3G3A;V3l; ‘
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13V3A;3G3K;

Figura 3.10: Mapas superficiais com as espessuras em varios pontos XY das nano-
membranas [3V3A3G3K3 (& esquerda) e K3G3A3V313 (& direita). As cores representam as
espessuras de 1,5 nm (azul) até 5,5 nm (vermelho).

A organizacao dos peptideos nas nanomembranas pode ser analisada por meio da
fungao de distribuigao radial de pares, g(r), Figura (3.11). Nesta se¢ao, estao apresentadas
as fungoes de distribuicao radial de pares considerando o centro de massa de um peptideo

em relagao ao centro de massa de outro.

A 4 , : , B) : 0,97 nm
16 0,88 nm ‘ 052mm -~
6] - . / ...... R :

© 0,61 nm \

0,0 05 1,0 1,5 20 00 0.5 1,0 1,5 2,0

rfnm]

Figura 3.11: Fungoes de distribuigao radial, g(r), entre o centro de massas dos peptideos
para as nanomembranas A) I3V3A3G3K3 e B) K3G3A3V313. Os dtomos de hidrogénio nao
foram considerados para a obtengao da g(r).

Notamos que para a membrana [3V3A3G3K3 hd o primeiro méximo da g¢(r)
em aproximadamente 0,43 nm, seguido de maximos em 0,61 nm, 0,71 nm e 0,88 nm.

J& para a membrana K3G3A3V3l3 notamos que o primeiro maximo da g(r) ocorre
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em 0,52 nm e, posteriormente, outro pico intenso e bem definido em 0,97 nm. E
possivel notar, observando a g(r), que hé estruturas definidas e ndo somente mondmeros
agregados sem morfologia ou estrutura (aglomerado amorfo), especialmente para o caso
da nanomembrana K3G3A3V3l;. Os picos em 0,61 [0,52] nm e 0,88 [0,97] nm nas
nanomembranas I3V3A3G3 K3 [K3G3A3V315] estao relacionados a distancia entre as cadeias
principais dos peptideos e a distancia entre folhas-/3, respectivamente. Estes valores estao
em bom acordo com resultados experimentais de Difragdo de Raio-X (DRX), conduzidos
por Cao et. at. [8], que reportam distancias entre as cadeias principais de 0,47 nm e entre
folhas- de 1,05 nm nas nanomembranas I3V3A3G3K5 e K3G3A3V315.

3.3.1.2 Ligacgoes de Hidrogénio

O padrao do programa GROMACS identifica uma LH quando a distancia doo
entre os atomos de Oxigénio do Doador (OD) e do Aceitador (OA) de hidrogénio é
doo < 3,5A e o dngulo apy_o é < 30°. Estes pardmetros foram utilizados para obtencio
dos valores apresentados nesta secao.

Resultados anteriores [26], detalham as dire¢oes de estabelecimento das LHs. Para
as nanomembranas apresentadas neste trabalho, nota-se que as intera¢oes ocorrem entre
as cadeias principais dos peptideos, conforme esperado. Ainda, ha uma certa tendéncia de
se formar LHs na direcao y, uma vez que as estruturas iniciais foram projetadas de maneira
que as LHs fossem estabelecidas nesta direcao. No entanto, ao longo das simulagoes, as
cadeias laterais nao ficaram restritas a direcao y, devido a mobilidade dos peptideos nas
nanomembranas e também devido ao tamanho dos peptideos que apresentam uma tor¢ao
ao longo de sua cadeia, mudando a direcao preferencial das LHs. Deste modo, LHs entre
as cadeias principais também foram observadas na direcao x. Este resultado indica uma
modificacdo no encaixe dos peptideos nas diregoes = e y, especialmente entre as cadeias
laterais de folhas-/3 vizinhas, e pode justificar a grande quantidade de agua encontrada no
interior das nanomembranas, especialmente na nanomembrana formada por I3V3A3G5K5.
Apesar da hidratacao das estruturas, nossos resultados indicam um processo consistente de
auto-organizacao das estruturas, que estabelece um design e nao um aglomerado amorfo,
caracterizando-as como nanomembranas porosas (conforme esperado devido ao tamanho
e a torgao da cadeia principal dos peptideos), do tipo hidrogéis.

A Tabela (3.4) apresenta o nimero médio de LHs realizadas entre os peptideos,
bem como a quantidade de LHs realizadas entre os residuos e pelos residuos com as
moléculas de dgua. Para comparacao, também realizamos uma analise da diferenca entre
a quantidade de LHs do peptideo na conformacao de monomero solvatado em agua com
os peptideos formando nanomembranas.

A nanomembrana [3V3A3G3K;3 realiza um total de 23,8 LHs/pep com a dgua
enquanto a membrana K3G3A3V3l3 realiza 20,6 LHs/pep (15,5% menos). Por outro
lado, a quantidade de LHs entre os peptideos (pep-pep) obtida para a membrana
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K3G3A3V3l3 é 29,.8% maior que a obtida para a membrana I3V3A3G3K3 (7,4 e 5,7
LHs/pep, respectivamente). A existéncia de uma maior quantidade de LHs entre os

peptideos com a dgua para a membrana I3V3A3G3 K3 corrobora a interpretacao de que:

(i) ocorreu maior hidratagdo nesta membrana, em acordo com observagoes experimen-
tais [126] que indicam maior solubilidade de estruturas onde o terminal C esta ligado

a parte carregada positivamente do peptideo;

(ii) hd uma melhor organizagao dos peptideos na membrana K3G3AzV313, sendo esta

mais compacta e menos hidratada em seu interior.

No que diz respeito ao niimero médio de LHs estabelecidas pelos peptideos com
as moléculas de agua, notamos que os monomeros realizam maior quantidade de LHs com
a dgua: o mondmero [3V3A3G3K3 [K3G3A3V3135] realiza cerca de 73,5% [105,3%] mais
LHs com a dgua que os peptideos na conformac¢do membranar (em ntimeros absolutos
os peptideos I3V3A3G3 K3 [K3G3A3V313) realizam um total de 41,3 [42,3] LHs/pep com a
dgua enquanto as membranas [3V3A3G3 K3 [K3G3A3V313) realizam 23,8 [20,6] LHs/pep).
Conforme esperado, ha uma diminui¢ao na quantidade de LHs com a agua quando os
peptideos estao formando as nanomembranas, porque, assim, os residuos hidrofébicos se
escondem formando um ntcleo onde nao ficam acessiveis para interagao com as moléculas

de agua.
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Figura 3.12: Representacao das LHs estabelecidas entre os peptideos das nanomembra-
nas I3V3A3G5K3 (acima) e K3G3A3V313 (abaixo). Os peptideos estdo representados em
cinza e as LHs em vermelho. As LHs entre os peptideos e a 4gua nao estao representadas
na figura.

& Instituto de Fisica — UFG



Capitulo 3. NANOMEMBRANAS PEPTIDICAS 95

Nossos resultados indicam que as LHs com a dgua sao preferencialmente realizadas
por residuos de lisina (K). Na membrana I3V3A3G3K3'" a quantidade de LHs da lisina,
(K) com a agua é igual a 9,9 LHs/pep o que corresponde a 41,7% do total de LHs
desta membrana com a &gua. Para ambas as nanomembranas, a lisina (K) aparece
preferencialmente na interface membrana-solvente, realizando LHs com as moléculas
de agua, sugerindo nanomembranas com superficies definidas, apesar de irregulares.
Por outro lado, as menores contribui¢coes para as LHs com a agua sao atribuidas as
ligagoes entre glicina-agua, valina-agua e alanina-agua, para ambas as nanomembranas.
Na nanomembrana K3G3A3V313 o nimero de LHs destes residuos (hidrofébicos) com agua
é menor que o observado para a membrana I3V3A3G3K3, justificando, portanto, que esta
membrana seja menos hidratada em seu interior.

Uma primeira explicacao para isso pode ser dada considerando a alteragao nos
angulos de torcao das cadeias principais e laterais dos peptideos, que possibilitou um
melhor encaixe das cadeias laterais dos peptideos na membrana K3G3A3V3ls, facilitando
o estabelecimento de LHs entre os peptideos. Além disso, hé alteragoes relacionadas as
interagoes de Coulomb e vdW que serdo tratadas nas segoes seguintes. Estas pequenas
alteracoes podem ter permitido que os peptideos na membrana K3G3A3V313 ficassem mais
proximos facilitando a formacao de LHs entre eles e, assim, dificultando a infiltragao das
moléculas de dgua. Observando o balango entre a quantidade de LHs (e demais interagoes
energéticas), se espera que as nanomembranas K3G3A3V315 formem estruturas maiores,
em condigoes experimentais. De fato, experimentalmente se observa este comportamento.
Cao et. al. [8] reportam que as nanomembranas K3G3A3V313 sao ligeiramente mais largas
que as nanomembranas I3V3A3G3K3. Além disso, nossos resultados mostram que a mem-
brana K3G3A3V3I3 possui um nicleo levemente mais hidrofobico. Este comportamento
foi de fato observado experimentalmente, onde as nanomembranas K3G3A3V313 apresen-
taram maior eficiéncia no encapsulamento e transporte de drogas hidrofébicas [8]. Esta
boa comparacao com resultados obtidos experimentalmente valida a metodologia utili-
zada neste trabalho e se mostra capaz de fazer previsoes sobre tipos de nanoestruturas
que seriam mais eficientes no encapsulamento de drogas hidrofébicas.

Por fim, considerando as LHs entre os aminoacidos, notamos que na membrana
13V3A3G3 K5 o nimero médio de LHs entre os residuos A-A, V-G e I-K corresponde, cada
interagdo, a cerca de 24 — 28% do total de interagoes entre os peptideos (igual a 5,7 LHs).
Considerando o monomero I3V3A3G3K3, que forma apenas 0,7 LHs entre os residuos,

notamos que o aumento da interagao entre os residuos de alanina (A-A) na conformagao de

1'Na membrana K3GsA3VsI3 o nimero médio de LHs dos residuos de lisina (K) com a dgua foi de 10,4
LHs/pep, o que corresponde a 50,4% do total de LHs desta membrana com a dgua
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Tabela 3.4: Numero médio de LHs realizadas pelos peptideos, pelos residuos entre si
e pelos residuos com a adgua. Apresentamos também o ntimero de LHs realizadas pelos
terminais C e N. As LHs foram normalizadas pelo nimero de peptideos na caixa de
simulacao, isto é, dividido por 56. I = isoleucina, V = valina, A = alanina, G = glicina e

K = lisina.

I3V3A3G3 K3  I3V3A3G3K3 | K3G3AsVily  K3zGzAzVils

Mondmero Membrana Monoémero Membrana,

Pep-pep 0,7 5,7 0,4 7,4
Pep-agua 41,3 23,8 42,3 20,6
Pep-N Hy 0,0 0,3 0,0 0,2
Pep-COOH 0,0 0,1 0,0 0,2
K-dgua 15,6 9,9 15,5 10,4
A-4gua 6,2 2,5 6,6 1,8
I-4gua 7,3 4,2 7,4 3,9
G-agua 6,3 3,4 6,4 2,7
V-agua 5,9 3,3 6,4 1,8
N Hy-4gua 1,9 1,2 2,0 1,5
COOH-4gua 2,5 1,9 2,5 1,6
I-1 0,0 0,1 0,0 0,0
-V 0,0 0,1 0,0 0,0
I-A 0,0 0,0 0,0 0,0
I-G 0,0 0,1 0,0 14
I-K 0,0 1,4 0,0 0,7
V-V 0,0 0,1 0,0 0,0
V-A 0,2 0,1 0,0 2,6
V-G 0,0 1,6 0,0 1,1
V-K 0,0 0,0 0,0 0,0
A-A 0,0 1,6 0,0 0,7
A-G 0,1 0,1 0,1 0,0
A-K 0,1 0,0 0,0 0,0
G-G 0,0 0,1 0,0 0,1
G-K 0,2 0,2 0,2 0,2
K-K 0,0 0,3 0,1 0,5
NHy-NHy 0,0 0,0 0,0 0,0
NHy,-COOH 0,0 0,0 0,0 0,1
COOH-COOH 0,0 0,0 0,0 0,0

membrana pode ter sido o principal responsavel por manter a estrutura coesa e ordenada.
J& para a membrana K3G3A3V3l3, as maiores contribuicoes sdo atribuidas as interagoes
V-A, I-G e V-G, correspondendo a cerca de 15 — 35% do total de LHs entre os peptideos,
igual a 7,4 LHs. Comparando com o monomero K3G3A3V315, onde sao formadas apenas

0,4 LHs entre os residuos, o aumento das LHs entre a V-A mostra que estes residuos tém

papel importante na manutenc¢ao da estrutura desta membrana.
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3.3.1.3 Interacoes Coulombianas

A Tabela (3.5) apresenta as energias médias de interacao de Coulomb (E.) esta-
belecidas entre os peptideos, pelos residuos entre si e pelos residuos com as moléculas de
agua. Notamos que na membrana I3V3A3G3K3 a atragao dos peptideos com as moléculas
de dgua ¢é cerca de 24% maior que as encontradas nas nanomembranas K3G3A3V313, -
900,41 e -726,08 kJ.mol ! /pep, respectivamente. No que diz respeito as interagoes entre os
peptideos, as duas nanomembranas apresentam (F,) préximas, sendo a atracdo entre os
peptideos apenas 0,47% maior na membrana I3V3A3G3K3, -4441,04 kJ.mol™! /pep, que na
membrana K3G3A3Vsl3, -4420,03 kJ.mol ! /pep. Apesar das interagoes coulombianas en-
tre os peptideos serem semelhantes, notamos que ocorre uma maior atragao das moléculas
de dgua na membrana I3V3A3G3K3. Os resultados das LHs apresentados anteriormente,
mostram que na membrana K3G3A3V3l3 ocorre maior quantidade de LHs entre os pepti-
deos, criando uma rede de LHs que mantém os peptideos ligados dificultando a entrada de
moléculas de agua. Dessa forma, ressaltamos que as LHs foram as interagoes que desem-
penharam papel fundamental na organizacdo dos peptideos formando nanomembranas,
determinando esta diferente interacao entre I3V3A3G3K3-agua e K3G3A3Vsl3-agua.

Conforme esperado, os residuos de lisina (K) carregados sdo os que mais contri-
buem para a interagao coulombiana das nanomembranas com as moléculas de dgua: na
membrana [3V3A3G3K;3 [K3G3A3V3l3) a interacao da lisina (K) com a dgua representa
60,0% [64,8%] do total das interagdes coulombianas das nanomembranas com a agua.
Dessa forma, este resultado reforga que é a lisina (K) a responsavel pela construgao das
interfaces de separagdo com as moléculas de agua em ambos os modelos. Notamos que a
lisina (K) ligada ao terminal C apresenta maior atragao com as moléculas de dgua tanto
na conformagdo de monémero (1,3% maior) quanto na conformagdo de nanomembranas
(12,9% maior), quando comparada a lisina (K) ligada ao terminal N. Este resultado con-
firma resultados anteriores [126], que indicam maior solubilidade de peptideos anfifilicos
catidnicos formados por residuo de lisina (K) ligados ao terminal C. Sendo assim, a maior
tendéncia destes residuos de lisina (K) em interagir com as moléculas de dgua, juntamente
com as diferencas nos angulos de torcao e disposicao das cadeias laterais dos residuos for-
mando os peptideos, que dificultaram a formacao da rede de LHs entre os peptideos na
membrana [3V3A3G3K3, justificam a maior hidratacdo desta membrana.

Devido a maior infiltracao de moléculas de agua, os demais residuos da membrana
13V3A3G3 K3 possuem uma maior interacdo com o solvente, quando comparados aos
residuos da membrana K3G3A3V313. Em ambas as nanomembranas, os residuos de alanina
(A) sao os que possuem a menor atragao coulombiana com as moléculas de dgua. Estes
residuos estdo posicionados no meio das nanomembranas onde se mantém escondidos do
solvente, ressaltando a formacao de nicleos hidrofébicos em ambas as nanomembranas, o

que é confirmado pela drastica reducao na atragdo coulombiana entre a agua e os peptideos
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na conformacao de nanomembranas em comparagao com os peptideos na conformacao de

mondmero.

Tabela 3.5: Energia média de interagio coulombiana (E,) [em kJ.mol! /pep] nos sistemas
formados pelos peptideos na conformacao de mondémeros e nanomembranas. Os valores
foram normalizadas pelo niimero de peptideos na caixa de simulagao, isto ¢, dividido por
56. I = isoleucina, V = valina, A = alanina, G = glicina e K = lisina.

I3V3A3G3 K3 I3V3A3G3K3 | K3G3A3Vily  K3GzAzVils

Monomero Membrana Monomero Membrana

Pep-agua -1582,41 -900,41 -1592,00 726,08
Pep-pep -4301,99 -4441,04 -4236,63 -4420,03
Pep-N H, -426,75 -443.02 -295,68 -311,50
Pep-COOH -332,98 -341,11 -221,02 -225,25
Pep-Cl1' -3,70 -341,64 -3,75 -421,1
K-4gua -878,78 -539,63 -867,44 -470,02
A-dgua -170,87 -67,03 177,97 44,04
I-4gua 176,24 -105,29 -182,02 -93.10
G-4gua -199,46 -102,22 -203,79 74,02
V-dgua -157,07 -86,24 -160,79 44,92
N Hy-4gua -45.,02 -24.61 -40,40 23,64
COOH-4gua -63,78 -46,79 -63,78 -37,29
I-1 752,47 -756,40 -653,28 -645,29
-V -196,62 -199,31 -198,10 -195,35
I-A 0,02 -0,28 0,00 -0,20
I-G 0,05 -7.35 0,00 -25.79
I-K -0,15 -32,62 0,11 -24,58
V-V -465,30 -465,46 457,67 -467,25
V-A -162,51 -163,84 -238,01 -270,37
V-G -1,11 -32,80 -0,05 -33,25
V-K -0,32 0,31 -0,05 -2,05
A-A -650,97 711,00 -654,45 711,51
A-G -268,04 -261,96 125,84 -119,23
A-K -9,02 -1,49 -2,36 0,02
G-G -600,06 -625,20 -600,10 -635,11
G-K -165,06 -155,89 -265,35 -251,36
K-K -1030,44 -1027,76 -1041,48 -1038,68
NH>-NH, -19,04 -19,1 -19,04 -19,06
NH»,-COOH 0,00 -0,16 0,00 -1,46
COOH-COOH -1,47 -1,71 -1,47 -1,47
A-CI- -0,02 -1,88 -0,15 -0,70
K-C1! -3,73 -319,9 -3,49 -388,50
V-C1*- -0,01 -3,54 -0,04 -1,93
G-C1t- -0,14 -7,50 -0,04 -10,04
I-C1" -0,02 -8,80 -0,02 -19,96

No que diz respeito as interacoes entre os peptideos, na membrana I3V3A3G3K3
a atracao coulombiana é mais intensa entre K-K (23,1% do total) e entre os residuos I-1
(17,4%). Na conformagao de mondmero estas também sdo as atragoes coulombianas mais

intensas. Na estrutura K3G3A3V3l3 membranar, notamos que as interagoes K-K e I-I cor-
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respondem a 23,4% e 14,7%, respectivamente, do total de interacoes coulombianas. Nesta
membrana, no entanto, a atracdo entre A-A é a segunda mais intensa, correspondendo a
16,2% do total. Comparando as duas estruturas, notamos que na membrana K3G3A3Vs13,
além do aumento entre as interagoes A-A, também ocorre um aumento das interagoes cou-
lombianas entre A-V. Similarmente, observamos que o nimero médio de LHs entre A-V
foi o maior registrado. Estes resultados indicam que na membrana K3G3A3V3I3 ocorreu
um melhor encaixe lateral dos residuos de alanina (A) com os residuos de valina (V),
de maneira que pudessem ficar mais proximos, aumentando tanto a atracdo coulombiana
entre estes residuos quanto a quantidade de LHs.

Observamos que, tanto na conformacao de mondémero quanto na conformagao de
nanomembranas, a repulsao entre os residuos de lisina (K) é ligeiramente maior para a
lisina (K) ligada ao terminal C. Logo, os peptideos com as lisinas (K) ligadas ao terminal
C tém menor atragdo coulombiana com os residuos de lisina (K) de outros peptideos
vizinhos; em contrapartida, atraem mais fortemente as moléculas de agua.

De maneira geral, notamos que as interagoes coulombianas ocorrem predominan-
temente entre residuos iguais (K-K, I-I, A-A, ...) que estao posicionados lado a lado na
direcao da cadeia lateral dos peptideos. As interagoes coulombianas com os ions de cloro
ocorrem majoritariamente com os residuos de lisina (K), conforme esperado, uma vez que
os fons de cloro e os residuos de lisina (K) possuem cargas opostas; e a lisina (K) molda
a superficie de separacao com o solvente, permitindo, dessa forma, bastante proximidade

com os fons de cloro.

3.3.1.4 Interacoes de van der Waals

As interagoes de van der Waals (vdW) obtidas por meio do potencial de Lennard-
Jones (LJ) se encontram apresentadas na Tabela (3.6). Sao descritas as energias de
interagdo de vdW (E.qw) entre os peptideos, entre os residuos, dos peptideos com a
agua e dos residuos com a dgua. Semelhante ao caso das interagoes coulombianas e LHs,
notamos que as interacoes de vdW entre os peptideos com as moléculas de dgua é 43,9%
maior nas nanomembranas I3V3A3G3K3. Por outro lado, as interagoes de vdW entre
os peptideos sdao 9,6% menos intensas nestas nanomembranas, em comparacdo com as
nanomembranas K3G3A3V313 . Este resultado reforca que as nanomembranas K3GsA3Vsis
sao mais estaveis, uma vez que os peptideos realizam mais LHs entre si e possuem atracoes
vdW mais intensas entre seus peptideos.

No caso da membrana I3V3A3G3K3, o residuo com maior interacdo com a agua
é a isoleucina (I), sendo a interagdo I-dgua equivalente a 37,0% do total da (E,qw)
desta membrana. J4 as menores contribui¢oes vém dos residuos de glicina (G), sendo
a interacao G-dgua equivalente a 10,7% da (E,qw ) total entre os peptideos e a dgua. No
caso da membrana K3G3A3V315 as interagoes mais [menos| intensas sao realizadas pelos

residuos de isoleucina (I) [glicina (G)] com a dgua, equivalente a 30,6% [9,9%)] do total
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da (E,qw) entre os peptideos e a dgua. Em comparagao com os monomeros I3V3A3G3 K3
[K3G3A3V315], nas nanomembranas, notamos uma dréstica redugdo, 62,7% [74,4%], do
valor médio da (E,qw) entre os peptideos e a agua, reforcando a tendéncia de serem

formados ntucleos escondidos das moléculas do solvente.

Tabela 3.6: Energia média de interacdo de LJ [em kJ.mol! /pep] nos sistemas formados
pelos peptideos na conformacdo de mondémeros e nanomembranas. Os valores foram
normalizados pelo niimero de peptideos na caixa de simulacgao, isto é, dividido por 56. I
= isoleucina, V = valina, A = alanina, G = glicina e K = lisina.

I3V3A3G3K3  I3V3A3G3K3 | K3G3A3Vsly  K3G3AsVzls

Monoémero Membrana Monémero Membrana

Pep-dgua -348,20 -129,78 -352,72 -90,16
Pep-pep -122,18 -320,98 -120,76 -351,80
Pep-N H, -1,81 -4,76 -2,85 -5,01
Pep-COOH -5,40 -10,97 4,41 -14,65
Pep-CI1' 0,09 14,26 0,11 19,45
K-agua 52,24 17,15 53,04 ~21,49
A-dgua -58,52 -19,84 -60,17 -12,00
-4gua -107,20 -47,86 -106,14 27,63
G-4gua 45,13 13,84 47,09 9,04
V-dgua 85,02 -31,10 -86,19 19,91
N Hs-agua -0,16 0,82 -0,42 0,55
COOH-4gua -2,94 0,05 -2,44 2,02
1 14,78 27,61 18,14 ~34,55
-V -16,51 -26,07 -16,89 -26,72
LA 0,15 4,36 -0,05 4,19
I-G -0,25 -13,00 -0,03 -36,12
LK 1,17 -48,99 -0,32 -46,08
V-V -14,36 -26,56 -14,77 -28,01
V-A 14,57 -30,12 -11,91 54,21
V-G -1,50 -33,07 -1,16 -24,84
V-K 1,37 9,38 1,19 2,39
A-A -8,86 -33,65 -9,36 -26,55
A-G 7,50 11,32 7,74 7,72
A-K -1,64 -0,96 -1,52 -0,24
G-G -2,71 -6,92 -2,75 -7,34
G-K 11,59 12,68 8,61 11,63
K-K -25,20 -36,28 26,29 41,16
NHy-NH 0,00 -0,01 0,00 -0,04
NH>-COOH 0,00 -0,18 0,00 -0,01
COOH-COOH 0,00 -0,09 0,00 0,15
A-C1t- 0,00 -0,33 -0,02 -0,17
K-C1'- 0,16 18,83 0,18 20,98
V-Cl1t- 0,00 -0,88 -0,02 -0,55
G-CI*- -0,01 -0,50 -0,02 0,07
I-Cl I -0,01 -2.86 -0,02 -0,88

As energias de interagdo (E,qw) entre os peptideos sdo mais atrativas entre os

residuos I-K [V-A] nas nanomembranas I3V3A3G3K3 [K3G3A3V313], correspondendo a
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15,3% [15,4%] do total de (F,qw ) entre os peptideos.

Verificamos, como no caso das (E.) e do ntimero das LHs, que as interagoes
entre os residuos de alanina (A) e valina (V) foram essenciais na estabilidade da
membrana K3G3A3V313, que apresenta melhor organizagao estrutural e menor infiltracao
de moléculas de dgua. Em geral, a energia de interacao de LJ, entre os peptideos e os
atomos de cloro é consideravelmente pequena, exceto para a interagao com os residuos de
lisina (K), onde devido a grande atragao coulombiana com estes residuos, os fons de cloro

ficam muito proximos a eles, ocasionando uma maior respulsao.

3.3.1.5 Momento de Dipolo

Notamos que a inversao das sequéncias petidicas primarias altera a distribuicao de
cargas das moléculas, conforme ressaltado pelos valores dos momentos de dipolo total nos
mondmeros I3V3A3G3K3 e K3G3A3V3l3, Tabela (3.7). Comparando os dois mondmeros,
notamos que o peptideo K3G3A3V3l3, o qual possui a lisina (K) ligada ao terminal N,
¢ mais polar. Observamos que as nanomembranas I3V3A3G3K3 [K3G3A3V513] possuem
momento de dipolo total 24,3% [26,2%] maior que seus respectivos monoémeros. Dessa
forma, observa-se que o efeito coletivo da distribuicao de cargas nos peptideos organizados

formando as nanomembranas leva ao aumento do momento de dipolo total.

Tabela 3.7: Momento de dipolo total [em Debye] dos sistemas formados pelos peptideos
na conformagao de mondémeros e nanomembranas. Os valores apresentados foram obtidos
classicamente utilizando as cargas do campo de forcas CHARMMS36.

MD Monomero Membrana
13V3A3G3K3 210,3 261,3
K3G3A3Vals 240,7 303,8

3.3.2 Nanomembranas AgH, e AgH;

Nesta secao, discutiremos os resultados obtidos para as nanamembranas AgH,
e AgHs. Por meio dos perfis de densidade de massa, dos mapas de superficies das
membranas e da distribuigdo radial de pares, ¢(r), realizamos uma anélise estrutural
das nanomembranas. Em seguida, apresentamos e discutimos os valores médios das
LHs e das energias de interagoes de Coulomb (E.) e de van der Waals (E,qw), com
finalidade de realizar uma analise energética das nanoestruturas, que poderiam auxiliar

no desenvolvimento de aplicacoes envolvendo estas propriedades.

3.3.2.1 Resultados estruturais e perfis de densidade

As Figuras (3.13) e (3.15) mostram as configuracoes finais das nanomembranas

peptidicas AgH, e AgHs. Ap6s um tempo total de simulacao DM de 110 ns, as dimensoes
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das caixas de simulac@o das nanomembranas AgH. [AgHs| apresentaram apenas uma
pequena variacao em relacao as configuracoes iniciais - uma diminuicao de 0,19 nm
[aumento de 0,02 nm| na dire¢do z; uma diminuicdo de 0,21 nm [aumento de 0,03
nm| na dire¢do y. De maneira geral, notamos que as nanomembranas permanecem bem
estruturadas apds o processo de simulagao, indicando que as configuragoes iniciais foram

bastante adequadas.

L g Ly
| -1,

Figura 3.13: Vistas lateral (plano xz) e frontal (plano zy) das configuragoes finais (ap6s
110 ns de simulagoes de DM) das nanomembranas A) AgH, e B) AgH;s. Alanina (A) e
histidina (H) estdo representadas em roxo e vermelho, respectivamente. Os atomos de
hidrogénio ligados ao anel aromético no nitrogénio épsilon (H,), ou no nitrogénio delta
(Hs) estao marcados em azul.

As interfaces de separagdo entre as nanomembranas AgH (. o, 5) ¢ as moléculas
de agua foram analisadas utilizando os perfis de densidade de massa ao longo do eixo
z, Figura (3.14). Em ambos os sistemas, interfaces bem definidas de separacio das
nanomembranas com a agua foram observadas, com superficies formadas basicamente
por residuos de histidina (H). Apenas uma pequena quantidade de moléculas de dgua
foi encontrada no interior das nanomembranas, indicando a formacao de nicleos pouco
hidratados. Este resultado é esperado, devido a hidrofobicidade do residuo de alanina (A).
E importante notar que nas nanomembranas AgH . o, 5) ocorre menor infiltragao de dgua
que nas nanomembranas [3V3A3G3K3 e K3G3A3V313. As nanomembranas I3V3A3G3K3 e
K5G35 A3Vs15 também possuem caudas formadas por residuos hidrofébicos'?, mas o encaixe
das cadeias laterais das nanoestruturas AgH(c o, 5) ¢ mais justo e isso propicia uma maior

interacao entre os peptideos e reduz a interagdo com as moléculas de agua, ressaltando,

2Tnclusive os residuos de valina (V) e isoleucina (I) sdo mais hidrofébicos que os resfduos de alanina (A)
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dessa forma, a importancia dos efeitos estéricos na manutencao das estruturas do tipo
nanomembranas.

Este resultado pode ser verificado observando o niimero de pep/nm?, Tabela (3.2),
onde notamos que esta propriedade ¢ bastante superior nas nanomembranas AgH . oy 5)
(entre 3,45 e 3,47 pep/nm?) em comparacio com as nanomembranas I3V3A3G3K3 e
K3G3A3Vsl3 (entre 1,41 e 1,86 pep/nm?), Tabela (3.1). Sendo assim, as nanomembranas
AgH(c oy 5) sa0 boas candidatas a serem utilizadas como nanocarregadores de drogas
hidrofébicas, uma vez que em seus nicleos ha pouca penetracao de moléculas de agua
e o encaixe firme das cadeias laterais dos peptideos pode possibilitar o aprisionamento de

drogas com esta propriedade em seus interiores.
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Figura 3.14: Perfis de densidade de massa ao longo do eixo z (normal & superficie
da membrana) em 10® kg.m™. Acima, nanomembranas AgH. (& esquerda) e AgH; (a
direita) — peptideos e 4gua estao marcados em azul e preto, respectivamente. Abaixo cada
residuo compondo o peptideo — alanina (A) e histidina (H) estdao representados em verde
e vermelho, respectivamente.

Nas estruturas iniciais, as moléculas de agua foram colocadas de forma aleatoria,
inclusive ocasionando posicionamento até no interior das nanomembranas. No entanto,
observando as estruturas finais, notamos que canais preferenciais para a passagem da agua

foram formados, conforme Figura (3.15). Além disso, notamos que a passagem de agua
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pelas nanomembranas nao levou a ruptura das suas estruturas. Os canais estabelecidos
podem, inclusive, ter contribuido para a estabilidade das nanomembranas, mediando

ligagoes do tipo LHs entre peptideo-dgua-peptideo.

Figura 3.15: Estruturas termodinamicamente equilibradas das nanomembranas AgH, e
B) AgH;s ap6s 110 ns de simulagao de DM. A) AgH, e B) AgH, vistas frontal (plano zy),
lateral (plano zz) e da regiao preenchida com &gua. Alanina (A) e histidina (H) estdo
representadas em roxo e vermelho, respectivamente.

A partir dos perfis de densidade de massa, Figura (3.14), extraimos as espessuras
das nanomembranas, utilizando a diferenca entre as duas interfaces de separagao de
cada membrana com as moléculas de dgua. Os valores obtidos foram de 2,7 nm e
2,6 nm para as nanomembranas AgH. e AgHs, respectivamente. As espessuras das
nanomembranas também foram obtidas por meio do mapeamento de suas superficies,
utilizando o programa GridMat [124]. Para cada membrana, a partir dos ultimos 5 ns da
trajetéria termodinamicamente equilibrada, dez configuragoes foram selecionadas (uma, a
cada 0,5 ns). Entao, para cada configuracao, a superficie das nanomembranas foi dividida
em 380 (20 x 19) partes, e para cada uma delas a espessura foi calculada. O mapa da
espessura média de cada membrana esté apresentado na Figura (3.16). Os valores médios
das espessuras foram de 2,30 4+ 0,04 e 2,30 4+ 0,06 nm para as nanomembranas AgH,
e AgHj, respectivamente. Os mapas indicam que as nanomembranas possuem espessuras
bastante uniformes e tém superficies muito regulares, principalmente a membrana AgH,;
em ambas as nanomembranas a espessura varia menos que 0,6 nm ao longo da superficie.
Notamos uma pequena diferenca na espessura obtida por meio dos perfis de densidade e

pelo programa GridMat, esta diferenca é esperada uma vez que o mapeamento em varios
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pontos (zy) fornece valores mais precisos.

A) B)

2,4
2,2
2,0

— 1,8

Figura 3.16: Mapas superficiais das nanomembranas com as espessuras calculadas em
varios pontos do plano (zy). A) AgH. e B) AgHs. As cores representando as espessuras
variam de 1,8 nm (azul) até 2,4 nm (amarelo).

Castelletto et. al. [105], demonstra que a espessura estimada de um peptideo de
AgH, em uma conformacao de folhas- antiparalelas, é de 2,38 nm. Ja uma bicamada
(semelhante a uma bicamada lipidica) formada por moléculas AgH teria uma espessura
de 4,76 nm. No entanto, resultados experimentais [105], indicam espessuras de aproxima-
damente 3,3 nm para a membrana AgH em solugdo aquosa (e de 1,97 nm em solucao de
ZnC1*T). Este resultado sugere que as nanomembranas sdo formadas por bicamadas de
AgH, mas com os residuos de alanina (A) entrelacados formando nicleos hidrofébicos e
com os residuos de histidina (H) expostos a dgua. As espessuras das nanomembranas ob-
tidas por meio das simulagoes de DM foram inferiores as reportadas experimentalmente,
de aproximadamente 3,3 nm [105]. Uma explicagdo para a diferenga entre os resultados
teodricos e experimentais pode ser discutida ressaltando que nas configuragoes iniciais uti-
lizadas nas simulagoes de DM, os dimeros foram construidos com uma pequena separacao
vertical entre o ultimo residuo de alanina (A) de um monoémero e o residuo de histidina
(H) do outro monémero, Figura (3.5). Um ligeiro aumento na separagdo vertical entre
os monomeros na constituicdo dos dimeros nao alteraria de forma significativa a estru-
tura das nanomembranas, como demonstrado em [66] e levaria aos valores de espessuras
reportados experimentalmente. Assim, nossos resultados confirmam que ocorre a forma-
¢ao de bicamadas e que os residuos de alanina (A) ficam entrelagados formando ntcleos
hidrofébicos.

As FDRP, g(r), dos centros de massa dos peptideos das nanomembranas AgH,
e AgHj; estao representadas na Figura (3.17). Os resultados de FDRP sdo usualmente
determinados por meio do calculo da distancia entre todos os pares de particulas,
agrupando-os em um histograma, ver Secao (2.6.3.1). Neste trabalho, a FDRP foi

calculada para um peptideo AgH( o, 5) em relacdo a outro peptideo AgH(c oy 5)-

& Instituto de Fisica — UFG



3.3. Resultados e Discuss3o 106

A g(r) revela detalhes da organizagao dos peptideos AgH(c 4y 5) a0 redor uns dos
outros, formando as nanomembranas. A partir da Figura (3.17), notamos que a g(r) tem
valor nulo até aproximadamente 0,42 nm [0,43 nm| para as nanomembranas AgH, [AgHs],
indicando que até esta distancia a forca de repulsao de vdW entre os peptideos é muito
alta e esta seria a distancia maxima de aproximacao dos peptideos. Em seguida um rapido
crescimento ocorre e a g(r) atinge um valor maximo em aproximadamente 0,45 nm [0,48
nm| para as nanomembranas AgH, [AgH;, indicando que a probabilidade de encontrar
uma molécula AgH (. ,, ) neste raio seria maior. Em seguida, a g(r) decresce rapidamente e
atinge um valor minimo local em aproximadamente 0,48 nm [0,52 nm]. Os picos intensos
e estreitos indicam que camadas bastante organizadas foram formadas. O maximo do
segundo pico para a membrana AgH, [A¢Hs| ocorre em 0,50 [0,56] nm. Na membrana
AgH,, o pico maximo é o terceiro e ocorre em aproximadamente 0,57 nm. As g(r) para
ambas as nanomembranas apresentam picos bem definidos até cerca de 2,5 nm indicando
que estas nanomembranas sao de fato bastante organizadas, apresentando caracteristicas
de estruturas laminares; onde os peptideos sao unidos entre as cadeias principais por meio
de LHs formando folhas-f3, as quais se encaixam lateralmente formando estruturas do tipo

laminas empilhadas.

3,5
A) — 0,57 nm B)
3,0| 0,50nm 0,48 nm

0,45 nm\ 056 nm
2,5 \ /

2,0
1,5
1,0
0,5

g (r
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’%,o 05 10 15 20 2500 05 10 15 20 25
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Figura 3.17: Funcoes de Distribuicdo Radial de Pares (FDRP) entre peptideos (pep-
pep) para as nanomembranas A) AgH, e B) AgHs; e entre os peptideos e a 4gua para as
nanomembranas C) AgH, e D) AgHs.

Experimentos de Difracdo de Raio-X (DRX) conduzidos por Castelletto et. at.
[105], reportam que a distancia entre duas folhas-3 é de 0,54 nm enquanto a distancia entre
duas cadeias principais de peptideos seria de 0,44 nm nas nanomembranas AsH . oy 5)-
Assim, a distdncia de 0,44 nm pode estar relacionada com as cadeias principais dos
peptideos que estao ligadas predominantemente por LHs. Este valor pode ser relacionado
com o primeiro pico das ¢(r) das nanomembranas estudadas no presente trabalho.

Conforme mencionado, os picos de g(r) ocorrem em aproximadamente 0,45 e 0,48 nm
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para as nanomembranas AgH, e AgHs, respectivamente. Assim, os resultados obtidos por
meio das simulag¢oes de DM sdo consistentes com valores de DRX [105]. Além disso, outros
trabalhos experimentais indicam que =~ 0, 48 nm ¢ a distancia entre as cadeias principais de
peptideos ligados por LHs entre os grupos amina e carboxila em estruturas do tipo cross-
S [127-130], confirmando que os resultados obtidos neste trabalho sdo consistentes com
dados largamente encontrados na literatura. Ja os picos em 0,57 nm e 0,56 nm encontrados
nas nanomembranas AgH, e AgHjs estao relacionados a distancia entre as cadeias laterais
dos peptideos. De forma geral, os resultados de ¢(r) indicam que os peptideos estao
organizados em camadas regulares formando as nanomembranas (estruturas de laminas).
Este comportamento também pode ser observado pelos perfis de densidade de massa ao

longo dos eixos x e y, ver Figura (B.1), na Se¢ao B.1, Apéndice (B).

3.3.2.2 Ligacoes de Hidrogénio

A Tabela (3.8) contém o nimero médio de LHs realizadas pelos peptideos, bem
como o niumero de LHs realizadas pelos residuos entre si e pelos residuos com a agua, nas

conformacgoes de mondémeros e nanomembranas.

Tabela 3.8: Nimero médio de LHs entre peptideos (pep-pep), entre os residuos (A) e
(H) e pelos residuos (A) e (H) com as moléculas de dgua. O niimero médio de LHs foi
normalizada pelo niimero de peptideos na caixa de simulagao, isto é, dividido por 100. As
LHs foram calculadas considerando que existe uma LH quando a distancia dpo entre os
dtomos de Oxigénio do Doador (OD) e do Aceitador (OA) de hidrogénio é dpo < 3,5A e
(¢} éngulo QXOHO (OH : O) é QXOHO S 30°.

A6HE AﬁHG A6H6 A6H5

Monémero Membrana | Monémero Membrana

Pep-pep 0,1 7,1 0,1 7,0
Pep-dgua 25,5 7,6 25,4 8,7
A-agua 15,1 2,4 14,9 3,3
H-4gua 10,4 5,2 10,5 5,4
A-A 0,1 4,3 0,0 4,0
A-H 0,0 2,7 0,1 2,3
H-H 0,0 0,0 0,0 0,7

A membrana composta por AgH, realiza cerca de 7,6 LHs/pep com as moléculas
de dgua, enquanto na membrana composta por AgHjy este valor é de 8,7 LHs/pep. Estes
resultados indicam que a membrana composta por AgHjs é ligeiramente mais interagente
com a agua que a membrana composta por AgH,.. Tal comportamento também pode ser
observado pela quantidade de moléculas de dgua no interior das nanomembranas, veja
Figura (3.15). Por outro lado, a quantidade de LHs entre os peptideos (pep-pep) nas
duas nanomembranas possui praticamente o mesmo valor, 7,1 e 7,0, nas nanomembranas

compostas por AgH, e AgHs, respectivamente.
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Nossos resultados demonstram a clara preferéncia do residuo de histidina em
interagir com as moléculas de agua e, além disso, indicam uma diferenca em como os
residuos de histidina (H) estdo expostos a dgua nas duas nanomembranas. Esta diferenga
de exposicao da histidina (H) altera a quantidade de 4gua no interior das nanomembranas.
Resultados anteriores expostos por Bermudez et. al. [119] mostram que, de acordo com
o 4tomo de nitrogénio livre (sem a presenga do atomo de hidrogénio) no anel aromético,
diferentes conformagoes da histidina (H) s@o possiveis. Quando o 4tomo de nitrogénio na,
posicao ¢ do anel aroméatico esta livre (se trata da configuragao H, apresentada no presente
trabalho, na qual hd um dtomo de hidrogénio na posigao €) ele tende a estabelecer LHs
com o atomo de hidrogénio do grupo amina do mesmo residuo de histidina (H) [119].
Na configuracao apresentada neste trabalho, quando o atomo de nitrogénio na posicao
d esta livre (ou seja, se trata da configuragdo AgHe deste trabalho), ele ndo estabelece
LHs com o grupo amina da mesma histidina (H), ou de uma histidina vizinha, mas
sim com &tomos de hidrogénio do grupo amina de alaninas (A) vizinhas e, por isso, a
interagdo A-H é ligeiramente maior. Nesta conformacao, a histidina (H) fica ligeiramente
menos inclinada (mais normal & superficie) e possibilita um melhor encaixe das alaninas.
Ja na configuracao AgHs, o atomo de nitrogénio livre tende a interagir com atomos de
histidinas (H) vizinhas e, assim, ocorre maior nimero médio de LHs entre os residuos
H-H nesta estrutura. Sendo assim, observamos que na membrana composta por AgH,, a
forma como a histidina (H) se expde ao meio solvente e o melhor encaixe das alaninhas,
reduz a interacdo da nanomembrana AgH, com as moléculas de d4gua'?. Esta caracteristica
estrutural implica em uma melhor organizacao dos peptideos, maior nimero de LHs entre
residuos de alanina, A-A, e dos residuos de alanina (A) com os residuos de histidina (H),
A-H, e, consequentemente, diminui a hidratacao da membrana AgH.,.

A diferenga na forma como os residuos de histidina (H) se expoem as moléculas
de dgua também é confirmada por meio de cdlculos tedricos de GIAO-DFT-NMR, [67]
realizados por nés, que demonstram variagoes nas constantes de blindagem magnética
dos atomos da histidina (H) nas nanomembranas AgH, e AgHs. Estes resultados sao
importantes porque indicam que pode haver diferenca na eficiéncia de quelagao de ions
metalicos pelo anel aromatico de acordo com a posicdo em que os atomos de hidrogénio
se ligam nele, como de fato ocorre, com base nos dados experimentais, como reportado
por Castelleto et. al. [105].

Comparando a quantidade de LHs realizada entre os residuos pelos mondémeros

(0,1 LHs/pep para ambos os monoémeros) e pelas nanomembranas (7,1 e 7,0 LHs/pep para

13A interacdo com a agua é menor quando os &tomos de hidrogénio estdo expostos na superficie das
membranas, em comparagao com quando sao os d&tomos de nitrogénio expostos a ela.
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as nanomembranas AgH, e AgHjy, respectivamente), notamos que nas nanomembranas a
quantidade é bastante superior. Por outro lado, a quantidade de LHs com a agua nas
nanomembranas é bastante inferior a observada para os monomeros. Estes resultados
indicam que ocorre a formacdo de nicleos hidrofébicos bem caracterizados, como é
esperado, uma vez que o residuo de alanina (A) é hidrofébico e tende a ficar escondido
da agua. Ressaltamos que os resultados indicam que os residuos se escondem da agua
em uma forma estrutural bem definida, do tipo nanomembranar, devido a um processo
consistente de auto-organizacdo das nanoestruturas, que estabelece um design e nao
somente aglomerados amorfos.

Conforme esperado, os residuos de histidina (H) apresentam maior interacao
com as moléculas de adgua e formam uma superficie membranar bem definida. As LHs
envolvendo os residuos A-A e A-H sao as mais elevadas nas membranas. Essa observagao
ressalta a importancia dos residuos de alanina (A) para a manutengao da estrutura da
membrana. Para a membrana composta por AgH,, o nimero de LHs entre A-A [A-H] é
cerca de 7,5 % [17,4 %] maior que nas nanomembranas compostas por AgHjs, indicando,
novamente, que esta membrana tende a possuir um nucleo ligeiramente menos hidratado.

De forma geral, nossos resultados indicam que ambas as nanomembranas sao boas
candidatas para encapsulamento e transporte de drogas hidrofébicas, uma vez que nelas
ha baixa hidratagdo e um encaixe mais justo das cadeias laterais dos peptideos.

Resultados anteriores [42], mostram que na formagao de uma membrana, as LHs
sao as interagOes responsaveis por ligarem as cadeias principais dos peptideos formando
folhas-3 e as interacoes hidrofébicas sao as responsaveis por estabelecer as interacoes
laterais entre as folhas-3 vizinhas, por meio de efeitos hidrofébicos e estéricos. Entéao,
as LHs sao de essencial importancia na manutencao da estrutura de uma membrana
peptidica, especialmente devido ao carater direcional que elas possuem [42,65,106, 131].

Para as nanomembranas AgH. ., s, também notamos que as LHs se estabelecem
preferencialmente em uma mesma direcao, dire¢ao y, conforme Figura (3.18). Em algumas
configuragoes da trajetéria, héd pequenas regioes onde nao ocorrem LHs entre as cadeias
principais dos peptideos, e mesmo assim a estrutura membranar permanece intacta; a
dindmica completa do movimento da estrutura pode mostrar que estas lacunas, ou “falhas”
na rede de LHs, nao ocorrem permanentemente, ou mesmo podem explicar a formacao de
canais preferenciais para passagem de moléculas de agua, conforme descrito anteriormente.

Uma anélise complementar é feita por meio de fun¢oes de autocorrelacao das LHs,
que fornece o tempo de vida das LHs. De forma simplificada, a funcao de autocorrelacao
indica a probabilidade de uma LH existir (permanecer intacta) em um tempo (¢), sabendo
que ela estava intacta no tempo to [99]. A Figura (3.19) mostra a funcao de autocorrelagao
das LHs, C(t), em fungao do tempo, entre os peptideos (pep-pep) e dos peptideos com a
dgua (pep-dgua) para as nanomembranas AgH () e AgHs).

Apés 2,5 ns, cerca de 86% [79%] das LHs entre os peptideos (pep-pep) ainda

& Instituto de Fisica — UFG



3.3. Resultados e Discussao 110

-"“-c-‘ "‘" .‘

'l-n.,_g ,,_‘M..—\.a- =
\.n., ‘“"_‘v P H‘;;Qw“-’
""t-..‘, ‘.,.‘h'm\ﬂ sy
"""N-In mﬁ‘*”"“'" wirg
‘*l-u. ‘,...“ p'

\hh-.w

Ly [ lﬂ'l.n‘. ’ w

"‘6ahia\

h 3
Qeiyg ‘;P '

L 4

L L

|\

ll‘ Qﬂ!ﬁé‘lk»iﬂﬂgﬂ\!ﬁ%\wlﬂlﬁ; i

o e

Diregao preferencial das Ligacoes de Hidrogénio (LHs)

Figura 3.18: Representacao das LHs na membrana AgH,, simulada no ensemble NPT.
Nota-se que ha uma direcao preferencial para o estabelecimento das LHs. As LHs entre
os peptideos e as moléculas de dgua nao estao representadas. As setas em azul indicam
regides onde ha lacunas, ou “falhas”, na rede de LHs para a configuracao selecionada.

existem na membrana AgH. [AgHs|. Considerando as interagbes com a &gua, apds
aproximadamente 0,8 ns [0,4 ns|, apenas 20% [20 %] do total de LHs com a agua
ainda existe para as nanoestruturas AgH, [A¢Hs|. Entdo, as fungoes de autocorrelagao
indicam que as LHs na membrana AgHs permanecem ativas por menos tempo entre os
residuos e entre os residuos e as moléculas de agua. Isto indica que esta membrana é, de
fato, ligeiramente mais porosa e que a forma de exposigao dos residuos de histidina (H)
caracteriza a membrana, atribuindo a ela uma maior hidratacao, o que indica uma maior
possibilidade de uso para transporte de drogas hidrofébicas.

Nos sistemas AgH(c o, 5) foram realizados calculos de Mecanica Quantica no nivel
GIAO-DFT-NMR e TD-DFT para obtencao tedrica de propriedades espectroscépicas dos
peptideos em agua e dos peptideos no interior de nanomembranas solvatadas. No entanto,
a discussao destes resultados foge ao escopo da presente tese. Mais detalhes podem ser

encontrados no artigo publicado, ver referéncia [67].
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Figura 3.19: Fungoes de autocorrelagao C(t) das LHs entre A) AgH, e B) AgHs, e entre
os peptideos e a dgua para as nanomembranas C) AgH, e D) AgHs.

3.3.2.3 Interacoes Coulombianas

A energia de interagao coulombiana entre os peptideos, dos residuos entre si e dos
residuos com as moléculas de dgua para os peptideos nas conformacoes de monomeros e
nanomembranas estdo apresentadas na Tabela (3.9). Os resultados refletem os valores
médios convergidos extraidos de simulacoes de DM atomisticas: foram analisadas 25.000
configuragoes em equilibrio termodinamico.

Na membrana AgHgs, a atracdo coulombiana com o meio solvente é 14,9%
maior que a encontrada na membrana AgH,, -358,8 kJ.mol™! /pep e -312,2 kJ.mol! /pep,
respectivamente. Esta diferenca se deve principalmente a maior atracao entre os residuos
de alanina (A) e as moléculas de dgua na membrana AgHg, ressaltando que nela
ocorreu maior infiltracdo de moléculas de solvente. Conforme esperado, em ambas as
nanomembranas, os residuos de histidina (H) sdo os que apresentam maior interagao
coulombiana com as moléculas de dgua (68,0% e 60,4% do total da interagao coulombiana,
com o meio solvente é realizada pelos residuos de histidina (H) nas nanomembranas AgH.
e AgHs, respectivamente), indicando que superficies membranares bem definidas e com

elevada taxa de hidratacao foram formadas.
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Tabela 3.9: Energia média de interagdo coulombiana [em kJ.mol!/pep] para os pep-
tideos nas conformacoes de monoémeros e nanomembranas solvatadas em agua. Para as
nanomembranas, a energia de interagdo coulombiana foi normalizada pelo niimero de pep-
tideos na caixa de simulagao, isto é, dividido por 100. Pep = peptideo; A = alanina e H
= histidina.

A6He AGHE A6H5 A6H5

Monoémero Membrana | Monomero Membrana

Pep-pep -2325,8 -2707,8 -2339,1 -2688,3
Pep-agua -1079,2 -312,2 -1068,7 -358,8
A-agua -558,2 -90,3 -556,5 -142,0
H-4gua -521,0 -222.3 -512,2 -216,7
A-A -1748.8 -1878,3 -1747,9 -1869.,4
A-H -194,3 -419,9 -198,5 -382,2
H-H -382,7 -409,6 -394,7 -436,7

A energia total devida as interacoes coulombianas entre os peptideos nas duas
nanomembranas possui valores semelhantes, sendo a atracao entre os peptideos na
membrana AgH, apenas 0,72% maior. As interacoes coulombianas entre os residuos
de alanina (A-A) sdo as mais intensas em ambas as nanomembranas. Essa observagao
ressalta a importancia dos residuos de alanina (A) para a manutencao da estrutura destas
nanomembranas. Para a membrana composta por AgH,, a atracdo coulombiana entre A-A
[A-H] é cerca de 0,5% [9,0%] maior que na nanomembrana formada por AgHs. Assim como
no caso das LHs, observamos que na nanomembrana composta por AgH,, a histidina (H)
tende a interagir mais fortemente com os residuos de alanina (A) dos peptideos vizinhos.
Ao interagirem com os residuos de alanina vizinhos, os residuos de histidina (H) ficam
mais alinhados, o que possibilita uma maior interagdo entre os residuos de alanina (A).
Apesar da interagdo coulombiana entre os residuos de alanina (A) ser semelhante nas duas
nanomembranas, um numero maior de LHs ¢é estabelecido entre os residuos de alanina
(A) na nanomembrana composta por AgH,, contribuindo para que ela possua uma melhor
organizacao entre seus peptideos e um ntcleo menos hidratado.

Na conformacao de monomeros, os peptideos AgH. e AgHs possuem energia de
interagao coulombiana semelhante tanto para as interacoes entre os peptideos (pep-pep)
quanto para as interagoes com o solvente (pep-dgua). Notamos que ocorre um ligeiro
[dréstica] aumento [diminuigao] das interagoes coulombianas entre os peptideos [com as
moléculas de dgual quando passam da conformagao de mondmeros para nanomembranas.
Este resultado é esperado, uma vez que os residuos de alanina (A) sdo hidrofébicos e
tendem a esconder das moléculas de dgua formando aglomerados ordenados ou auto-

organizaveis como é o caso de estruturas membranares.
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3.3.2.4 Interacoes de vdWW

A energia de interacao de vdW, calculada utilizando o potencial de LJ, entre
os peptideos, pelos residuos entre si e pelos residuos com as moléculas de dgua para
os peptideos nas conformacoes de monomeros e nanomembranas estao apresentadas na
Tabela (3.10).

Na nanomembrana composta por AgH. [AgH;], a energia de interagao vdW
(E,qw) entre os peptideos e as moléculas de dgua é cerca de 0,5 kJ.mol! [-4,1 kJ.mol].
Logo, na membrana AgH,, a E,qy dos peptideos com a agua é ligeiramente repulsiva o
que indica que as moléculas de dgua tendem a se aproximar dos residuos de histidina
(H) e alanina (A) dispostos préximos a superficie das nanomembranas, chegando a uma
distancia onde o potencial de LJ se torna, em média, repulsivo. O encaixe dos residuos de
alanina (A) é muito justo na membrana composta por AgH,, de maneira que as moléculas
de adgua que penetram na membrana ficam posicionadas muito préximas aos residuos de
alanina (A) no interior das nanomembranas.

As E, g entre os peptideos sao 8,9% mais intensas na nanomembrana composta
por AgH.. Entre os peptideos, as E,qn mais intensas sao devidas as interagdes A-A e
A-H. Na membrana AgH, a atracdo entre os residuos A-A é 7,2% mais intensa que na
nanomembrana composta por AgHs. Logo, na nanomembrana composta por AgH,, tanto
as interacoes coulombianas, quanto as interagoes de vdW e o nimero de LHs entre os
peptideos, é mais intensa, ressaltando que a forma como o residuo de histidina (H,) se
expoe as moléculas de agua nesta nanomembrana, possibilita um melhor encaixe dos

peptideos levando a uma estrutura mais estavel, no computo da energia total.

Tabela 3.10: Energia média de interagao vdWW [em kJ.mol! /pep| para os peptideos nas
conformagoes de mondmeros e nanomembranas solvatadas em dgua. Para as nanomem-
branas, a energia de interacao coulombiana foi normalizada pelo nimero de peptideos na
caixa de simulacao, isto é, dividido por 100. Pep = peptideo; A = alanina e H = histidina.

AgH, AgHe AgHg AgHjg

Monémero Membrana | Monémero Membrana

Pep-pep -39,9 -172,6 -41,8 -158,5
Pep-agua -111,1 0,5 -108,3 -4,1
A-dgua -104,2 0,3 -102,5 -2,
H-4gua -6,9 0,2 -5,7 -1,6
A-A -25,9 -138,4 -26,1 -128,5
A-H -9,3 -18,2 -11,7 -20,4
H-H -4.7 -16,0 -3,9 -9,5

Notamos que na conformacdao de nanomembranas a interacao vdW entre os
peptideos aumenta 332,6% [279,2%)] em comparagdo com os peptideos na conformagao
de monomero, principalmente devido ao aumento das interacdes vdW entre os residuos
A-A. Por outro lado, ocorre uma diminui¢ao drastica na interagao de vdW dos peptideos

com a agua na conformagao de membrana. Resultado semelhante também foi encontrado
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para o caso das interagoes coulombianas e no nimero de LHs, cuja explicacao se deve a

hidrofobicidade dos residuos de alanina (A).

3.3.2.5 Momento de Dipolo

A Tabela (3.11) apresenta o momento de dipolo total dos mondmeros e das
nanomembranas. Notamos que o monomero AgH, é ligeiramente mais polar que o
mondémero AgHs. Dessa forma, notamos que a alteracao da posi¢ao de apenas um atomo
da molécula, modifica a distribuicao de cargas nos peptideos e, conforme apresentado
nas Segao (3.3.2.1), leva a estruturas com caracteristicas distintas. Observamos que as
nanomembranas AgH. [AgH;] possuem momento de dipolo total 19,1% [28,2%] maior
que seus respectivos monomeros. Dessa forma, o efeito coletivo da distribuicao de cargas
nos peptideos organizados formando as nanomembranas leva ao aumento do momento de
dipolo total, de maneira semelhante ao verificado nos sistemas I3V3A3K3G3 e K3G3A3Vals,
Secao (3.3.1.5).

Tabela 3.11: Momento de dipolo total [em Debye| dos sistemas formados pelos peptideos
na conformagao de monémeros e nanomembranas. Os valores apresentados foram obtidos
classicamente utilizando as cargas do campo de forcas CHARMMS36.

MD Monoémero Membrana
AgH, 88,8 105,8
AgH; 85,2 109,2

3.3.3 Nanomembranas [3XGK

Nesta secao, discutiremos os resultados obtidos para as nanamembranas I3XGK.
Por meio dos perfis de densidade de massa, dos mapas de superficies das membranas e da
distribuigao radial de pares, g(r), realizamos uma anélise estrutural das nanomembranas.
Em seguida, apresentamos e discutimos os valores médios das LHs, as func¢des de correlagao
temporal das LHS, as energias de interagoes de Coulomb (E.) e de van der Waals (E qw ),

com finalidade de realizar uma analise energética das nanoestruturas.

3.3.3.1 Resultados estruturais e perfis de densidade

As Figuras (3.20) e (B.3), no Apéndice (B), mostram as configuragoes finais
das nanomembranas peptidicas do tipo I3XGK. De maneira geral, foi observada uma
clara distincao entre o ambiente aquoso e as nanomembranas, as quais permaneceram
bem estruturadas apos 110 ns de simulagao de DM. Esta observagao, indica que nossas
estruturas iniciais foram bastante adequadas, com os peptideos organizados de maneira
meticulosa, propiciando a formacao de LHs (e também interagoes Coulombianas e vdW),

que sao as principais responsaveis pela manutencao de uma estrutura auto-organizavel.
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Portanto, nossos resultados indicam configuragées que podem, de fato, ocorrer em uma
situagao experimental.

Conforme abordado anteriormente, as nanomembranas foram modeladas de ma-
neira que as cadeias laterais dos peptideos (na direcdo z) tivessem a menor distdncia
possivel, para que a formacgao de LHs entre os residuos polares fosse facilitada nas con-
figuragoes iniciais. Esta forma de modelagem levou a formagdo de nanomembranas com
superficies onduladas, mas com as caracteristicas para a observacao dos ziperes polares.
Este comportamento ondulado se manteve nas nanomembranas I3QGK e [3LGK apos
110 ns de simulagao de DM. Houve, inclusive, um aumento da ondula¢ao na nanomem-
brana I3QG K. Nas demais nanomembranas, o carater ondulado diminuiu, e praticamente
desapareceu na nanomembrana [sNGK . Acreditamos que o aparecimento ou nao do com-
portamento ondulado esta relacionado & forma como os residuos de lisina (K) se ajustam
quando expostos a agua e pela forma como as interagoes polares e hidrofébicas acontecem
no interior das nanomembranas.

As dimensoes finais das caixas de simulagdo permaneceram praticamente inalte-
radas, em comparacdo com as dimensoes iniciais. Houve uma variacao, Az e Ay < 0,3
nm, e uma diminui¢do na dire¢do z (Az < 0,4 nm) nos sistemas [3QGK, 3INGK e
I3GLGK. Na direcao z, as nanomembranas I3SGK e [3GGK apresentaram um decrés-
cimo ligeiramente maior, (Az &~ 0,7 nm). Estes resultados, juntamente com a energia
potencial dos sistemas, Se¢oes (3.3.3.3) e (3.3.3.4), reforcam a existéncia de sistemas
termodinamicamente equilibrados.

Notamos que a area ocupada por cada peptideo nas nanomembranas [3XGK
varia entre 0,47 e 0,55 nm? /pep, dependendo de qual aminodcido estd na posicio X, veja a
Tabela (3.3). A nanomembrana I3LGK tem a maior drea por peptideo. Esta caracteristica
estrutural juntamente com a FDRP permite compreender por que houve maior hidratacao
nesta nanomembrana, conforme serd apresentado a seguir.

Em nosso trabalho anterior [65], observamos que as nanomembranas do tipo
K3G3A3V3l3 [I3V3A3G3K3] apresentam uma drea média de ocupagao de cerca de 0,54
[0,71] nm?/pep. Os valores da 4rea média de ocupacido foram obtidos realizando a
divisdo entre a area superficial das membranas pelo nimero de peptideos presentes nela.
Sendo assim, a nanomembrana K3G3AsV3l3 apresenta uma drea de ocupacao similar a
encontradas nas nanomembranas [3XGK. Ja a nanomembrana [3V3A3G3K3 apresenta
uma area média de ocupagdo maior (até 51 %) que a encontrada nas nanomembranas
do tipo I3XGK. Por outro lado, nas nanomembranas AgH a area média de ocupagao
¢ de cerca de 0,29 nm?/pep, o que representa um percentual até 47 % menor, em

comparagao com as nanomembranas I3 X G K. Outros trabalhos na literatura reportam que
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Figura 3.20: Vistas lateral e superficial das configuragdes equilibradas das nanomem-
branas A) I3NGK e B) I3SGK, bem como suas respectivas caixas de simulagdo com as
moléculas de dgua em destaque. Nota-se que a forma membranar ¢ mantida apds um longo
processo de simulagdes MD. Isoleucina (I), glicina (G), lisina (K), asparagina (N) e serina
(S) estdo mostrados em verde, cinza, azul-claro, vermelho e ferrugem, respectivamente.
As estruturas finais das demais nanomembranas estdo apresentadas na Figura (B.3), no
Apendice (B).
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as nanomembranas A3 K. e A3K;' [42] possuem dreas por peptideo iguais a 0,22 e 0,34
nm?/pep, respectivamente; J4 nas nanomembranas AgR'® [66] a drea por peptideo varia
entre 0,30-0,25 nm? /pep; A 4rea por peptideo das nanomembranas I3XG K é menor que as
encontradas em algumas membranas lipidicas — resultados experimentais reportam valores
entre 0,718 e 0,820 nm?/DOPC [132,133], para membranas lipidicas & temperaturas de
298 K. Estes resultados indicam que nas nanomembranas peptidicas, as particulas estao
mais proximas entre si, possivelmente, devido as LHs. Assim, mesmo que os lipidios e os
SLPs se assemelhem por possuirem regioes hidrofébicas e hidrofilicas bem definidas, as
membranas resultantes possuem caracteristicas estruturais distintas.

As interfaces formadas entre as nanomembranas [3XGK e as moléculas de
agua foram analisadas utilizando os perfis de densidade de massa ao longo do eixo z,
Figura (B.4), no Apéndice (B). O perfil de densidade de massa para cada residuo das
nanomembranas [3XGK esta representado na Figura (B.5), no Apéndice (B). A superficie
de todas as nanomembranas consiste em residuos de lisinas (K) carregadas expostas a
agua. Uma pequena quantidade de moléculas de dgua foi encontrada no interior das
nanomembranas, indicando a formacao de nucleos pouco hidratados. A quantidade de
agua encontrada nestas nanoestruturas foi menor que nas nanomembranas I3V3A3G3K3
e K3G3A3V313.

Uma maior hidratacao foi encontrada no interior das nanomembranas [3QGK
e I3GLGK, especialmente para esta tltima hd maior hidratagdo mesmo a leucina (L)
sendo um residuo hidrofébico. Conforme apresentado na Tabela (3.3), a nanomembrana
I3LGK tem a maior area por peptideo, portanto, neste sistema, os peptideos estao menos
empacotados. Uma forma de observar a distribuicdo dos peptideos nas nanomembranas
é por meio da FDRP, ¢(r), a qual indica que existe uma organizacdo menos regular dos
peptideos na nanomembrana [3LG K, veja Figura (3.23). Ainda, os perfis de densidade
de massa ao longo dos eixos = e y, Figuras (B.7) e (B.6), mostram que o espagamento
entre os peptideos nesta nanomembrana é maior que nas outras, o que poderia explicar a
ocorréncia de maior hidratagao, ou mesmo uma maior probabilidade de criagao de canais
de hidratagdo. Resultados experimentais indicam que peptideos curtos (short-peptides)
com presenga de leucina (L) tendem a formar hélices-a ou conformagoes aleatérias [134].
Para que nanoestruturas membranares sejam estabilizadas, folhas-/3 devem ser formadas.

Portanto, a baixa tendéncia do residuo de leucina (L) em formar folhas-3 pode ter

14 A3 K, — nanomembranas constituidas por peptideos inclinados, compostos por 6 alaninas (Ag) e uma
lisina (K).

A3K; — nanomembranas constituidas por peptideos intercalados paralelamente, compostos por 6
alaninas (Ag) e uma lisina (K).
16 AsR — A = alanina e R = arginina.
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dificultado a manutencao da forma membranar, permitindo esta maior hidratacao, que
por sua vez pode desconfigurar a estrutura membranar.

A partir dos perfis de densidade de massa ao longo do eixo z, Figura (B.4), no
Apéndice (B), notamos que os residuos de lisina (K) e isoleucina (I) tém picos menos
definidos (se espalham por uma regido maior) nas nanomembranas [3QGK e I3LGK.
Os perfis de densidade também indicam que a maior hidratagdo ocorreu nestas duas
nanomembranas. Além disso, pelos perfis de densidade ao longo z, podemos analisar
a distribuicdo dos fons CI'~ ao longo da caixa de simulacdo. Vemos que os fons CI'~
estao preferencialmente préximos das superficies das nanomembranas (onde héa residuos
de lisina (K) carregados). Nas nanomembranas I3SGK, INGK e 3GGK, os fons Cl'~
ficam restritos as superficies das nanomembranas, penetrando apenas cerca de 0,5 nm
adentro da estrutura. J4 nas nanomembranas [3QGK e I3GLGK, os ions penetram em
toda a estrutura, sendo possivel encontrar fons Cl'~ até préximo do centro delas.

Também pelos perfis de densidade de massas ao longo do eixo z, nés determinamos
as espessuras das nanomembranas, por meio da diferenca das duas interfaces, entre o meio
aquoso e as nanomembranas. Os valores obtidos foram de 2,2 nm, 2,0 nm, 2,1 nm, 2,1
nm, e 2,0 nm, para as nanomembranas [3QGK, I35SGK, [3ENGK, I3GGK e I3LGK,
respectivamente. Para obter resultados mais precisos, as espessuras das nanomembranas
também foram determinadas mapeando as suas superficies, Figura (3.21).

Para isto, as nanomembranas foram divididas em 200 (10 x 20) partes, e para
cada uma delas as espessuras foram calculadas utilizando o programa GridMAT [124].
Os valores médios das espessuras das nanomembranas foram 1,9 + 0,3 nm, 1,9 £ 0,2
nm, 1,9+ 0,1 nm, 1,8 £ 0,1 nm, e 1,8 £ 0,4 nm, para as nanomembranas [3QGK,
I3SGK, INGK, I3GGK e I3LGK, respectivamente. Nota-se que as superficies de todas
as nanomembranas sao razoavelmente homogéneas, especialmente as das nanomembranas
I3SGK, INGK e I3GGK. Esta observacao também é relatada por dados experimentais
[106]. Resultados experimentais [106] indicam espessuras proximas de 3,8 nm para a
nanomembrana [3QGK, esta nanomembrana também teria espessuras de 7,6 nm e 11,5
nm, o que sugere haver nanomembranas sobrepostas em camadas. Para as nanomembranas
I3SGK [I3NGK] hé relatos de espessuras proximas de 3,8 [3,2] nm, mas sem relatos de
observagoes de empilhamentos de nanomembranas [106]. Para as nanomembranas I3GGK
e I3LGK os dados experimentais [106] demonstram foco em formagoes do tipo nanofibras,
no entanto, a formacao do tipo nanomembrana nao pode ser descartada e, por este motivo,
foi estudada. Além disso, nanofibras podem ser formadas a partir de nanomembranas [135].

Notamos que as espessuras obtidas pelas simulagoes de DM possuem valores
distantes dos reportados experimentalmente. Sabemos que um mondémero [3QGK tem
um comprimento aproximado de 2,5 nm. Neste trabalho, o dimero construido pelo encaixe
de um mondémero no outro utilizando o deslocamento de um residuo, tem comprimento

aproximado de 2,8 nm, Figura (3.3). Esta estrutura, como vimos, possibilita interagoes
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Figura 3.21: Espessuras em vérios pontos zy das nanomembranas A) [3QGK, B)
I3SGK, C) NGK, D) IGGK e E) GLGK. As espessuras variam de 1,0 nm (azul)
até 3,0 nm (vermelho). As bicamadas sao formadas por dimeros invertidos, conforme
apresentado na Segao (3.2.1.3). Por meio do programa GridMat [124], a espessura foi
calculada considerando a distancia entre um atomo de carbono na extremidade de um
residuo de lisina com outro &tomo de carbono na extremidade do residuo invertido de
lisina. As regides com espessuras abaixo de 1,0 nm surgem porque o programa calcula
a distancia entre dtomos de carbono em residuos de lisina adjacentes. Programas mais
recentes, como o SUAVE, sdo capazes de contornar este problema fornecendo resultados
de espessuras mais precisos [136].

entre as cadeias laterais, mas, as espessuras iniciais das nanomembranas compostas por
estes dimeros ja sao menores que as reportadas experimentalmente. Logo, podemos pensar

em duas hipoteses:

(a) o encaixe dos mondmeros construindo os dimeros deve ser feito com um desloca-
mento maior que o de apenas um residuo. No entanto esta hipdtese é diferente da
apresentada por Wang et. al. [106] e ainda tornaria dificil que fossem estabelecidas
LHs entre as cadeias laterais dos peptideos. Além disso, haveria residuos polares
proximos a residuos carregados, o que aumentaria a interagdo com as moléculas de

agua nestas regioes, diminuindo a estabilidade das nanomembranas devido a rede
de LHs;

(b) as nanomembranas estariam sobrepostas na dire¢do z, formando camadas. A es-

pessura da nanomembrana I3sQGK obtida pelas simulagoes DM foi de aproxima-
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damente 1,9 nm. Entao, se duas dessas nanomembranas estivessem sobrepostas, a

espessura seria =~ 3,8 nm.

Para examinar a hipdtese (b) nés realizamos o seguinte procedimento: as confi-
guracoes iniciais das nanomembranas I3XG K, foram submetidas a um processo de equi-
libracao de 10 ns sequencialmente alternando os ensembles NVT e NPT. Entao, as confi-
guragoes resultantes deste processo foram submetidas a um novo processo de equilibragao
de 50 ns de simulagoes MD no ensemble NVT. Em seguida, nés sobrepusemos duas na-
nomembranas, Figura (3.22), e realizamos uma nova etapa de simulagdo. As caixas de
simulacao foram preenchidas com 4gua cerca de 3 nm acima e abaixo das nanomembra-
nas. lons de cloro CI'~ foram adicionados de forma aleatéria em regides acima e abaixo
das nanomembranas (regioes onde haviam moléculas de 4gua) para neutralizar o sistema.
Para cada sistema foi realizado um tempo de simulacao de 40 ns alternando os ensembles
NVT e NPT. Notamos que apos 40 ns de simulacao, as nanomembranas se encaixaram
formando configuragoes bem estruturadas, confirmando a hipdtese de sobreposicao de
membranas, Figura 3.22.

Dessa forma, confirmamos que sobreposi¢oes das nanomembranas, de fato, podem
ocorrer e as espessuras obtidas foram de 3,8, 4,0, 4,2, 3,9 e 4,1 nm para as nanomembranas
I3QGK, I3SGK, 3INGK, I3GGK e IsLGK, respectivamente. Portanto, se levando em
consideracao sobreposicoes das nanomembranas, nossos resultados indicam bom acordo
com observagoes experimentais, estando as espessuras das nanomembranas I3QGK e
I3SGK [I3NGK] até 5,3 % [31,2 %] acima do observado experimentalmente.

Por meio dos perfis de densidade de massa ao longo dos eixos y e x, Figuras
(B.6) e (B.7), no Apéndice (B), notamos que hd uma forma periédica de organizagao
dos peptideos nestas diregoes, indicando que as camadas internas se mantiveram ao longo
das simulagoes. A nanomembrana [sNGK apresenta melhor organizacao laminar dos
peptideos ao longo das dire¢oes = e y, enquanto a nanomembrana [3LGK possui a pior
organizacao laminar, conforme observado pelos perfis de densidade ao longo dos eixos y
e . A forma como os peptideos estdao organizados pode ser observada pela FDRP. A
Figura (3.23) mostra a FDRP para um peptideo I3XGK em relagao a outro peptideo
I;3XGK na nanomembrana (excluindo atomos de hidrogénio). A FDRP possui valor nulo
até aproximadamente 0,33, 0,40, 0,45, 0,32, e 0,29 nm, para as nanomembranas [3QGK,
I3SGK, ENGK, I3GGK e I3LGK respectivamente. Estes valores indicam a distancia
até onde a repulsao de vdW é consideravelmente elevada. Um rapido crescimento ocorre
para as nanomembranas [3QGK, sNGK ¢ [3GGK e a g(r) atinge um méaximo em ~
0,5 nm indicando que a probabilidade de encontrar uma molécula préxima a outra neste
raio ¢ maxima. Por meio da FDRP ¢é possivel distinguir a primeira camada estrutural
para as nanomembranas [sQGK, Is5SGK, I3ENGK e IsGGK. Ainda, encontramos picos
em ~ | nm para as 5 nanomembranas. Os picos em ~ 0,5 nm e ~ 1 nm podem ser

relacionados a distancia entre as cadeias principais dos peptideos formando folhas-f3 e a
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A) B)

Q)

Figura 3.22: Configuragao inicial A) duas nanomembranas I3QGK (M; e M,) sobre-
postas na diregdo z, B) caixa inicial de simulagao; moléculas de dgua foram colocadas em
cerca de 3 nm acima e abaixo das nanomembranas utilizando o programa Packmol. Tons
de cloro C'~ foram adicionados ao sistema, C) vista lateral e superficial das configuragoes
finais das nanomembranas I3QGK sobrepostas e seu respectivo perfil de 4gua. Lisina (K),
isoleucina (I), glicina (G) e glutamina (Q) estao representados em azul-claro, verde, cinza
e laranja, respectivamente. As outras nanomembranas exibiram caracteristicas semelhan-
tes as apresentadas nesta figura.

distancia entre folhas-f vizinhas ligadas lateralmente, respectivamente. Estes resultados
estdo em excelente acordo com resultados de difracao de raio-X (DRX), de 0,47 nm

(distancia de separacao entre as cadeias principais dos peptideos) e 1,05 nm (distancia de
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separagao entre folhas-f vizinhas ligadas lateralmente), reportados por Wang et. al., [106].
De maneira geral, a RDF sugere que os peptideos estao organizados em camadas e que a

melhor organizacao laminar ocorre na nanomembrana IsNGK.

g (r)

15| B SR B ‘ r [nm]
0,51 nm
1: / i 0,99 nm 1,17 nm
s o
3 ' :
\ ; ;
0,0 05 1,0 1,5 2,0
r [nm]

Figura 3.23: Fungoes de distribuigao radial, g(r), entre peptideos, excluindo os dtomos
de hidrogénio, para as nanomembranas A) I[3QGK, B) 3SGK, C) INGK, D) ,GGK
e E) GLGK

3.3.3.2 Ligacoes de Hidrogénio

A Tabela (3.12) apresenta o nimero médio de LHs realizadas por cada residuo
com a agua (pep-dgua) e pelos residuos entre si (pep-pep).

Na nanomembrana polar I3SNGK ha a maior quantidade de LHs entre os
peptideos, 5,6 LHs/pep, seguidas pelas nanomembranas I3QGK (4,7 LHs/pep), I3SGK
(4,6 LHs/pep), IsGGK (3,9 LHs/pep) e IGLGK (3,2 LHs/pep). Na nanomembrana
IsSNGK, as LHs sao principalmente atribuidas as interagoes I-IN, I-G, I-I e N-IN, iguais a
2,3, 1,0, 1,0 e 0,5 LHs/pep, respectivamente. Para a nanomembrana I3QGK, as maiores
contribuigbes sao causadas pelas interagoes I-Q, I-I e I-G, com 2,1, 0,7, e 0,7 LHs/pep,
respectivamente. Ja para a nanomembrana [3SG K, as LHs sao principalmente entre I-S,

I-Iel-G (2,1, 1,1 € 0,9 LHs/pep, respectivamente). Nas nanomembranas apolares I3GGK
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Tabela 3.12: Numero médio de LHs entre os peptideos, entre os residuos e pelos residuos
com a agua. O numero total de LHs foi normalizado pelo nimero de peptideos na caixa
de simulacao, isto é, dividido por 64. As LHs foram calculadas considerando que existe
uma LH quando a distdncia dpo entre os dtomos de Oxigénio do Doador (OD) e do
Aceitador (OA) de hidrogénio é doo < 3,5A e o angulo apg..o < 30°. Pep (peptideo); I
= isoleucina; G e G = glicina; K = lisina; Q = glutamina; S = serina; N = asparagina.

Pares IgQGK IgSGK IgNGK IgGGK IgLGK

Pep-pep 4,7 4,6 5,6 3,9 3,2
Pep-agua 10,7 9,5 9,1 9,5 10,6
I-agua 2,6 1,9 1,8 2,6 3,3
G-agua 1,2 1,0 1,0 1,3 1,3
K-agua 5,5 5,5 5,4 5,2 5,6
X-4gua 1,4 1,1 0,9 0,4 0,4
G-G 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
G-K 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
K-K 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1
I-1 0,7 1,0 1,0 0,9 0,4
-G 0,7 0,9 1,0 0,4 0,6
I-K 0,2 0,2 0,2 0,5 0,3
X 2,1 2,1 2,3 1,8 1,7
X-X 0,3 0,0 0,5 0,0 0,0
X-G 0,2 0,1 0,1 0,0 0,0
X-K 0,2 0,1 0,3 0,0 0,0

[[3SLGK], os residuos com maiores contribuigoes para o estabelecimento de LHs sdo I-G,
I-I, e I-K [I-L e I-G], 1,8, 0,9 € 0,5 [1,7 e 0,6] LHs/pep, respectivamente.

De maneira geral, notamos que as nanomembranas com residuos polares realizam
mais LHs entre seus residuos quando comparadas as nanomembranas com residuos
apolares na cauda neutra. Comparando as nanomembranas [3NGK e IsLGK, esta
diferenca chega a 2,4 LHs/pep. Esta diferenga é considerdvel e principalmente causada
pelo aumento das ligagoes X-1 (X= N, Q ou S — residuo polar). Ou seja, a quantidade de
LHs da isoleucina (I) com residuo polar (Q, S ou N) é maior que da isoleucina (I) com
residuo apolar (G ou L). Estas observagoes indicam que a inser¢ao de residuos polares na
cauda apolar neutra de SLPs!” pode aumentar a quantidade de LHs entre os residuos, em
comparagao com peptideos em que as caudas sao formadas apenas de residuos apolares.

Estudos anteriores [26], mostraram que as LHs se estabelecem entre as cadeias
principais dos peptideos (formando folhas-f). No entanto, notamos que a inser¢ao de
residuos polares permite que ocorram LHs entre as cadeias laterais das folhas-/3, unido-as,

com a formagao de ziperes polares, Figura (3.24). Podemos confirmar esta observagao,

1" Traduzido do inglés Surfactant-like peptides (SLPs). Os SLPs sdo anfifilicos, ou seja, formados por uma
cauda apolar (hidrofébica) e uma cabega polar (hidrofilica).
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porque ocorrem LHs entre N-IN e Q-Q e, devido a forma como estes residuos estao
posicionados nas nanomembranas, estas ligacoes devem acontecer pelas cadeias laterais.
Assim, a insercdo de residuos polares em posicoes especificas dos peptideos permite
controlar onde acontecerao as LHs nas cadeias laterais, especialmente devido ao carater
direcional das LHs, o que proporciona uma espécie de engenharia molecular para moldar
propriedades de nanonestruturas.

Controlar as regides onde ocorrem as LHs é importantissimo, uma vez que o con-
junto de LHs pode propiciar uma interacao bastante intensa. Assim, conseguir que ocorram
LHs entre residuos laterais permite que folhas-3 sejam unidas, formando estruturas largas,
Figura (3.24). O menor nimero de LHs entre os peptideos das nanomembranas apolares
tornaria dificil que estruturas largas e com formas definidas fossem auto-organizadas e
isto levaria ao surgimento das estruturas do tipo amorfas, como ja foi observado experi-
mentalmente [106].

Os aminoacidos glutamina (Q) e asparagina (N) tém um grupo —NH, na
sua cadeia lateral, diferentemente do residuo serina (S), assim, é de se esperar que os
residuos glutamina (Q) e asparagina (IN) facam mais LHs (e tenham uma maior interagao
energética) que o residuo serina (S). De fato, nossas simulagoes de DM refletem este
comportamento. O residuo asparagina (N) tem o mesmo grupo amida que o aminoécido
glutamina (Q), mas a cadeia lateral do residuo asparagina (N) é mais curta que a
da glutamina (Q). Assim, esperava-se que no peptideo [3QGK houvesse uma maior
quantidade de LHs entre cadeias laterais. No entanto, nossos resultados nao demonstraram
ou confirmaram este comportamento.

As nanomembranas [3QGK e I3LGK possuem a maior quantidade de LHs com as
moléculas de dgua (10,7 e 10,6, respectivamente). Por outro lado, a menor quantidade de
LHs com a agua é feita pela nanomembrana I3NGK (9,1 LHs/pep). J4 as nanomembranas
I3SGK e I3GGK fazem 9,5 LHs/pep com as moléculas de dguas. Na nanomembrana
I3QGK, as LHs com a agua sao realizadas principalmente pelos residuos K, I e Q com
5,5, 2,6 e 1,4 LHs/pep, respectivamente. Na nanomembrana [3LGK as LHs com a dgua
sdo estabelecidas principalmente pelos residuos K, I e G com 5,6, 3,3 e 1,3 LHs/pep,
respectivamente. Na nanomembrana I3SGK [[3GGK], os residuos que mais contribuem
comas LHssao K, Te S [K,IeG],5,5,1,9,e 1,1 [5,2, 2,6 e 1,3] LHs/pep, respectivamente.
Por fim, na nanomembrana I3NGK as principais contribuig¢oes sao devido aos residuos
de K, I, e G com 5,4, 1,8, e 1,0 LHs/pep, respectivamente.

Estas observagoes sugerem que a nanomembrana [3sNG K possui o ntcleo menos
hidratado, com menor infiltracdo de moléculas de dgua. No entanto, hé residuos polares
nesta nanomembrana. Como vimos, estes residuos auxiliam no estabelecimento de LHs
entre as cadeias laterais. Assim, estas nanomembranas possuem LHs entre as cadeias
principais (dire¢ao y), mas também entre as cadeias laterais (direcao x). Dessa forma,

acreditamos que a menor hidratagao nesta nanomembrana esta relacionada com o elevado
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Figura 3.24: Representagao das LHs na nanomembrana I3NGK. A) Vista lateral (plano
xy); nota-se claramente que nas regides onde um lado polar esté voltado para outro lado
polar formam-se LHs (representadas em vermelho) entre as cadeias laterais dos monémeros
(entre folhas-f) — ziperes polares; Em regides onde nao ha residuos polares, as folhas-3
se mantém ligadas por interagoes hidrofébicas, coulombianas e de vdWW; B) Vista frontal
(plano zy) da nanomembrana [sSNGK. As LHs sao preferencialmente estabelecidas entre
as cadeias principais dos peptideos, como esperado, mas ocorrem LHs também entre
folhas-3 vizinhas. Moléculas de dgua estao representadas em verde. Enfatiza-se que as
ligacOes entre os peptideos e dgua nao estao representadas na figura.
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numero de LHs estabelecidas entre os residuos, as quais uniram mais firmemente os
peptideos, dificultando a hidratagao da estrutura. Em todas as nanomembranas, os
residuos de lisina (K) aparecem na interface de interacdo com a agua caracterizando
nanoestruturas com superficies bem definidas. Percebemos também que as menores
contribui¢oes no estabelecimento das LHs com a agua correspondem as interagoes G-
dgua e X-dgua (X = Q, S, N, G ou L), indicando estruturas consistentes/estaveis, e a
formacao de nicleos escondidos das moléculas de agua.

Nas nanomembranas com residuos polares, as LHs da isoleucina (I) com a agua (I-
dgua) foram menores que as nanomembranas nao-polares, comparando as nanomembranas
I3INGK e I3LGK esta diferenga chega a 1,5 LHs/pep. A excecao ocorre na nanomembrana,
I3QGK, que mesmo sendo polar, a quantidade de LHs da isoleucina (I) com a agua
foram comparaveis as encontradas nas nanomembranas nao polares. Nos sugerimos que o
formato ondulado da nanomembrana I3QG K, mantido durante a simulacdo MD, possa
ter permitido maior quantidade de LHs com a 4dgua. O cardter ondulado pode ter ocorrido
devido a diferencas de intensidade das interagoes entre as regioes polares e apolares na
naonomembrana.

Para uma andlise mais especifica do comportamento das LHs, nos estudamos o
tempo de vida destas interagoes utilizando fung¢oes de autocorrelagao, conforme proposto
por Luzar e Chandler [99]. A Figura (3.25) mostra a autocorrelagdo das LHs entre os

peptideos das nanomembranas [3XGK.
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Figura 3.25: Fungoes de autocorrelagdo C(t) das LHs entre os peptideos nas nanomem-
branas I3XGK.

O tempo de vida das LHs permite que compreendamos como ocorre a interacao

soluto-solvente assim, ajuda no desenvolvimento de possiveis aplicagoes baseadas na
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hidratacdo relativa das nanomembranas. Apds 2,5 ns, notamos que cerca de 76% das
LHs ainda existem entre pep-pep nas nanomembranas [3QGK, I3SGK, EINGK, IsGGK
e 3GLGK. Neste contexto, as nanomembranas I[3QGK, [3GGK, e LLGK tém funcoes
de autocorrelacdo com comportamentos semelhantes. J4 as nanomembranas I3SGK e
IsNGK, possuem autocorrelacao mais longas indicando que os tempos de vida das LHs

nestas nanomembranas seriam maiores.

3.3.3.3 Interacoes Coulombianas

A energia de interagdo coulombiana das nanomembranas I3XGK em solugao
aquosa esta apresentada na Tabela (3.13). Para possibilitar uma andlise mais detalhada,
as interacoes entre os residuos e dos residuos com as moléculas de agua sao descritas.
Os valores apresentados na Tabela (3.13) estdo normalizados pelo niimero de peptideos
presente em cada nanomembrana. Em todas as nanomembranas, a atracao coulombiana
entre os peptideos (pep-pep) é muito mais intensa que a interagao dos peptideos com as
moléculas de dgua (pep-dgua).

A nanomembrana polar I3QGK possui a maior atracdo coulombiana entre os
peptideos, seguida pela nanomembrana polar ZTNGK, -1803,5 e -1746,5 kJ.mol ! /pep,
respectivamente. Diferentemente do caso das LHs, ndo notamos um comportamento
relacionado as interagdes coulombianas que classifique as nanomembranas polares e as
apolares. Notamos que a atracao coulombiana entre os peptideos da nanomembrana polar
IsNGK ¢é apenas 0,8% mais intensa que entre os peptideos na nanomembrana apolar
IsGGK. No entanto, a nanomembrana polar IsNGK realiza 30,4% mais LHs entre seus
peptideos, ressaltando que a importancia dos residuos polares reside em propiciar um
aumento da quantidade de LHs, que se configura com um papel essencial na formacao de
estruturas do tipo nanomembranas.

De maneira geral, observamos que a atragao coulombiana mais intensa ocorre
entre os residuos de lisina, K-K, isoleucina, I-I, e entre G-X (X= Q, S, N, G ou L).
Entre os residuos X, a maior atracao coulombiana ocorre entre os residuos de glutamina,
Q-Q, enquanto a menos intensa ocorre entre os residuos de leucina, L-L. Observando a
atracdo coulombiana por residuo, notamos a importancia do residuo de glicina (G) na
interagdo com os residuos X. A mesma importancia do residuo de glicina (G) nao foi
percebida no caso do estabelecimento de LHs.

Analisando a interacao coulombiana dos peptideos com as moléculas de agua,
notamos que a nanomembrana polar IsNG K possui a menor interagdo com a agua, sendo
11,2% menor que a encontrada na nanomembrana apolar I3LGK, que mais interage com
a agua. Os residuos que possuem maior atracao coulombiana com as moléculas de agua
sao as lisinas (K). Este resultado é esperado, uma vez que os residuos de lisina (K) estao
eletricamente carregados. Além disso, nossos resultados indicam que as lisinas (K) formam

uma superficie, interface de separacao com as moléculas de adgua, bem caracterizada
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Tabela 3.13: Energia média de interacio coulombiana [em kJ.mol?/pep] para os
peptideos I3XGK na conformagdo de nanomembranas solvatadas em &gua. Para as
nanomembranas, a energia de interacao coulombiana foi normalizada pelo nimero de
peptideos na caixa de simulacao, isto é, dividido por 64. Pep = peptideo; I = isoleucina;
G e G = glicina; K = lisina; Q = glutamina; S = serina; N = asparagina.

Pares LQGK I5,SGK ©1NGK I3GGK ILLGK
Pep-pep  -1803,5 -16982 -1746,5 -1732,8 -1635,8
Pep-dgua  -3957 -367,2  -360,0  -365,7  -402,4

I-agua -65,5 -49,9 -47.8 -64,3 -83,9
G-agua -38,7 -37,6 -38,6 -41,3 -41.4
K-agua -256,7  -251,3 -250,0 -244.9  -262,7
X-agua -34,7 -28,4 -23.,6 -15,2 -14,3
G-G -73,5 -74,1 -69,4 -74,64 -74,2
G-K -153,0  -154,4 -159,7 -153,3  -153,1
K-K -293,3  -292,0 -291,7 -295,7  -294,8
I-I -559,4  -566,9 -558,1 -566,4  -556,5
-G -16,2 -19,5 -19,7 -9,8 -14,2
I-K -5,4 -9,8 -6,4 -8,9 -8,
-X -215,6  -261,0 -217,9 -259,6  -207,1
X-X -155,1 -44.5 -92,3 -85,5 -4,3
X-G -249,5  -202,9 -247,1 -1974  -2474
X-K -7,0 -3,1 -7,3 -0,9 -0,4
I-ions -1,8 -1,9 -2,8 -1,5 -1,3
X-ions -0,2 0,0 0,0 0,0 -0,1
G-ions -1,0 -0,7 -0,8 -0,6 -1,0
K-ions -53,5 -61,8 -60,1 -62,7 -46,3

de maneira que a cauda dos SLPs nao fiquem livremente expostos ao solvente. Na
nanomembrana apolar IsLGK a isoleucina possui uma maior atracao coulombiana com
a agua, indicando que nela ocorreu maior hidratacao. Conforme esperado, comparando
a interacdo dos residuos X com a agua, notamos que a atracao dos residuos polares
¢ maior que dos residuos apolares: a interacao entre Q-dgua é 58,8% maior que a
interacao entre L-agua. Sendo assim, notamos a importancia de se posicionar os residuos
polares “protegidos” por residuos apolares. Dessa forma, os residuos polares possibilitam a
formagcao de ziperes polares, sem que a sua hidrofilicidade leve a uma grande infiltracao de

solvente e a um possivel rompimento da estrutura membranar, por excesso de hidratacao.

3.3.3.4 Interacoes de vdWW

Assim como observado para as interagdes coulombianas, no que diz respeito as
interagoes vdW, Tabela (3.14), ndo notamos um comportamento que permita a distingdo
entre nanomembranas polares e apolares. De maneira semelhante ao observado para as
interagoes coulombianas, notamos que as interagdes vdW entre os peptideos sdao mais
intensas que as dos peptideos com a agua. Os peptideos das nanomembranas [3QGK e

ILINGK [[3GGK] sdo os que possuem as maiores [menores| interagoes vdW entre si. Em
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ambas as nanomembranas as maiores atragoes de vdW sao devidas as interagoes I-1, e I- X
refor¢gando o papel da isoleucina (I) na estabilidade da forma membranar, principalmente
para que sejam estabelecidas interacoes entre as cadeias laterais dos peptideos. Nos
sistemas modelados neste trabalho a longa cadeia lateral da isoleucina (I) de um peptideo
se encaixa bem as cadeias laterais de residuos de isoleucinas (I) vizinhos. Notamos que a
interagdo vdW dos residuos de isoleucina (I) com os residuos polares de glutamina (Q) e
asparagina (IN) e do residuo polar de leucina (L) sdo mais intensas que dos demais residuos
X. Os residuos de glutamina Q e asparagina N possuem uma cadeia lateral longa que se
encaixa lateralmente aos residuos de isoleucina (I). A cadeia lateral da leucina (L) possui
a mesma férmula molecular da isoleucina (I), mas com um arranjo estrutural diferente.
Lateralmente, ocorre um bom encaixe dos residuos de leucina (L) com os residuos de
isoleucina (I), no caso modelado neste trabalho. Este resultado era esperado, uma vez que
os residuos de leucina (L) s@o importantes na estabilizagdo de nanoestruturas por meio

de efeitos estéricos, conhecidos como ziperes de leucina [137].

Tabela 3.14: Energia média de interagio vdW [em kJ.mol? /pep] para os peptideos
I3XGK na conformagao de nanomembranas solvatadas em agua. Para as nanomembranas,
a energia de interacao coulombiana foi normalizada pelo nimero de peptideos na caixa de
simulacao, isto é, dividido por 64. Pep = peptideo; I = isoleucina; G e G = glicina; K =
lisina; Q = glutamina; S = serina; N = asparagina.

Pares I3QGK I3SGK IsNGK IsGGK I3LGK

Pep-pep -178,2  -170,2 -177,0 -161,5  -171,0
Pep-dgua -44.4 -34,6 -36,1 -43,9 -55,2
T-4gua -26,9 -23,6 -22.5 -29,3 -32,5
G-agua -3,3 -2,9 -2,8 -2,5 -4,3
K-agua -9,0 -8,7 -8,6 -9,8 -9,0
X-agua -5,2 0,7 -2,1 -3,2 -9,3
G-G -0,2 -0,2 -0,1 -0,6 -0,3
G-K -5,0 -5,2 -4.9 -5.4 -5,1
K-K -6,4 -6,8 -6,5 -7,2 -6,3
I-1 -56,8 -62,4 -60,0 -64,5 -54.,4
-G -19,0 -21,3 -20,1 -18,3 -17,2
LK 19,9 -21,8 21,6 21,7 -193
-X -46,4 -36,4 -45,0 -25,3 -40,8
X-X -6,2 -2,2 -2,7 -0,6 -7,6
X-G -4.6 -2,7 -3,6 -1,7 -5,1
X-K -5,2 -3,3 -4.9 -2,5 -4,7
I-ions -0,6 -0,6 -0,6 -0,5 -0,6
X-ions -0,1 0,0 0,0 0,0 -0,1
G-ions -0,1 -0,1 -0,2 -0,1 -0,1
K-ions 2,6 3,0 3,0 3,2 2,2

Por fim, as intera¢oes vdW com as moléculas de dgua sdo maiores [menores| nas
nanomembranas 3LGK e [3QGK [I3NGK]|. Em ambas as nanomembranas, os residuos

de lisina (K) e isoleucina (I) possuem as maiores atragoes vdWW com as moléculas de
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dgua. As interagoes vdW dos peptideos com os fons de cloro (C1'™) possuem intensidades
praticamente irrelevantes. No entanto, notamos que as interagoes vdW dos residuos de

lisina (K) com os fons de cloro sdo repulsivas, como esperado.

3.3.3.5 Momento de Dipolo

Os valores dos momentos de dipolo total das nanomembranas formadas pelos
peptideos 3XGK (X = Q, S, N, G ou L) estao apresentadas na Tabela (3.15).

Tabela 3.15: Momento de dipolo total [em Debye|] das nanomembranas formadas
pelos peptideos I3XGK (X = Q, S, N, G, L. Os valores apresentados foram obtidos
classicamente utilizando as cargas do campo de forcas CHARMMS36.

MD Membranas
I3QGK 63,0
I3SGK 63,6
IsNGK 61,2
I3GGK 64,2
ILGK 60,7

Notamos que, apesar dos peptideos I3 XGK (X = S ou N) possuirem residuos
) 3 ’
polares na posicao X, o momento de dipolo total das nanomembranas formadas por estes
peptideos nao se diferencia de maneira consideravel das nanomembranas I3XGK (X =
G ou L). Dessa forma, observamos que os aminoacidos polares possuiram influéncia na
b
polaridade em regioes especificas das nanomembranas, mas o efeito coletivo da distribuigao

nao foi afetado por eles.

3.4 Consideracoes Finais

Neste trabalho, realizamos uma caracterizacao estrutural e energética de nove
membranas peptidicas: [3V3A3G3K3 e K3G3A3Vsl3, AgHe e AgHs e LXGK (X =Q, S,
N, G ou L), por meio de simulagoes de DM. Foram apresentados e discutidos os perfis
de densidade de massa e a hidratacao das estruturas, bem como as LHs e as interacoes
coulombianas e van der Waals, principais interacoes responsaveis pela manutencao da
forma das nanoestruturas. A caracterizacao destas estruturas, de um ponto de vista
atomico (e molecular), permitiu compreender detalhes de organizagao das estruturas e
das interacoes moleculares presentes nos sistemas que nao seriam possiveis por meio
de abordagens puramente experimentais. No Capitulo 5, apresentaremos as conclusoes
finais acerca das nanomembranas peptidicas, discutidas no presente capitulo, e algumas

comparagoes com resultados de nanofibras peptidicas, assunto a ser abordado no Capitulo
4.
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CAPITULO

NANOFIBRAS PEPTIDICAS

4.1 Introducao

Nos Capitulos 1 e 3, apresentamos diversas nanoestruturas formadas por SLPs.
Além das nanomembranas, objeto de estudo do Cap. 3, as nanofibras merecem destaque.
As propriedades tinicas das estruturas do tipo fibras compostas por SLPs sdo de particular
interesse na area de nanotecnologia e ciéncia de materiais: podem ser utilizadas para
encapsular e transportar drogas, com especial eficiéncia na liberacao lenta de farmacos
a medida que as estruturas se desorganizam; na engenharia de tecidos; na producao de
nanofios funcionalizados [138]; para mimetizar compostos encontrados nos ossos [35].

Stupp et. al. [139,140], reportaram fibras peptidicas compostas por peptideos
anfifilicos que podem promover o crescimento de vasos sanguineos ajudando tanto em
terapias pos-infarto quanto a curar feridas graves, além de cooperarem na regeneracao
de ossos e cartilagem; G. Colherinhas et. al. [42], estudaram nanotubos e nanobastoes
que apresentam atividades antibacterianas, formandos respectivamente por AgK e AgK,
com finalidade de compreender como a cadeia hidrofébica formada por alaninas modula
a dindmica de auto-organizacdo das estruturas; Cao et. al. [8], realizaram estudos
experimentais de estruturas com SLPs, compostas pelos aminoécidos glicina (G), alanina
(A), valina (A), isoleucina (I) e lisina (K) e mostraram que de acordo com a sequéncia
priméria dos aminodcidos diferentes nanoestruturas sao formadas [8], principalmentem
devido as hidrofobicidades e encaixes complementares das cadeias laterais dos peptideos:
as sequéncias I3V3A3G3K3 e K3G3A3V313 formam nanomembranas (as quais foram nosso
objeto de estudo no Cap. 3); ja as sequéncias G3A3V3I3K3 e K3I3V3A3G3 formam
nanofibras [8] que poderiam ser utilizadas como nanocarregadores de drogas hidrofébicas
devido ao nucleo hidrofébico formado nelas. As nanofibras apresentadas por Cao et.
al [8] serdo objeto de estudo deste capitulo. Utilizando DM, faremos uma caracterizacao
estrutural e energética destas nanofibras peptidicas.

Cao et. al [141], também realizaram estudos de DM das nanofibras citadas, mas,
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apenas, com o objetivo de avaliar qual seria a melhor combinacao das cadeias laterais de
duas folhas-g para se ligarem devido a efeitos estéricos. Neste trabalho, nds reportamos
um extenso estudo de DM [9,26,42,44,142,143], com resolugao atomistica, para descrever
propriedades estruturais e energéticas de duas nanofibras peptidicas compostas pelos
SLPs, G3A3V3I3K5 e K313V3A3G3. Sao apresentadas as interagdes que modulam a auto-
organizacao dos peptideos formando nanofibras, a saber: LHs e as interagoes coulombianas
e van der Waals entre cada residuo, que compoe o peptideo, com a dgua e entre si. Assim,
este estudo fornece detalhes que resultados puramente experimentais nao sao capazes de
observar. Nossos resultados apresentam bom acordo com resultados experimentais, no que
diz respeito aos didmetros das nanoestruturas, e detalham estruturas de nanofibras que
de fato possam ocorrer em uma situacao experimental. Estes resultados sao importantes
tanto do ponto de vista tedrico, ao validar o campo de forgas CHARMM36 [79] para o
estudo de nanofibras compostas por SLPs, quanto do ponto de vista experimental, ao
fornecer detalhes em nivel atomico (e molecular) que podem auxiliar na interpretagao dos
resultados. Pensando ainda na parte tedrica do estudo, os resultados foram extraidos de
simulagoes em dois ensembles diferentes, isobarico-isotérmico (NPT) e candnico (NVT)
com finalidade de comparacao.

As nanofibras avaliadas neste capitulo sao formadas por peptideos com o0s mesmos
aminoacidos presentes nas nanomembranas I3V3A3G3K5 e K3G3A3V515, apresentadas no
Cap. 3, mas ligados em sequéncias primarias diferentes. De forma semelhante ao realizado
para as nanomembranas, estudamos nanofibras formadas por peptideos com as sequéncias
primarias invertidas. Conforme explicado no Cap. 3, a inversao da sequéncia primaria
altera a torcao dos peptideos, a disposicao das cadeias laterais e o terminal ligado a lisina
(K) eletricamente carregada. No peptideo G3A3V3I3K3 a lisina (K), residuo carregado
com carga +1le, esta ligada ao terminal C e no peptideo K3I3V3A3G3 ela esta ligada ao
terminal N. Verificamos anteriormente, Cap. 3, que na conformacao de nanomembranas,
as alteracOes causadas pela inversao das sequéncias primarias altera tanto as dimensoes
das nanomembranas, quanto suas hidrofobicidades, de maneira que a nanomembrana
com a lisina (K) ligada ao terminal C apresenta um niicleo menos hidrofébico, sendo,
menos eficiente no encapsulamento e transporte de drogas hidrofébicas. Neste capitulo,
apresentaremos uma possivel forma de organizagao dos peptideos formando nanofibras, e
apos discussao de resultados estruturais e energéticos, faremos uma breve comparacao
entre a hidrofobicidade das duas nanofibras e também das diferencas estruturais e
energéticas apresentadas pelas nanomembranas e nanofibras.

Os resultados apresentados neste capitulo se encontram publicados no artigo
cientifico intitulado Design and analysis of polypeptide nanofiber using full atomistic

Molecular Dynamic, que pode ser consultado na referéncia [69].
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4.2 Metodologia

4.2.1 Sistemas Simulados

As nanofibras estudadas neste trabalho, possuem uma cabega polar (formada
por 3 lisinas — K3) e uma cauda hidrof6ébica consistindo em doze residuos apolares (3
glicinas — G, 3 alaninas — Az, 3 valinas — V3, e 3 isoleucinas — I3). As cadeias laterais dos
aminoacidos apolares, I, V, A e G sdo compostas somente por carbonos e hidrogénios e,
por este motivo sdo conhecidos como aminodcidos com cadeias hidrofébicas [24]. A glicina
(G), o aminoacido mais simples, com apenas um atomo de hidrogénio na cadeia lateral,
nao tem uma hidrofobicidade bem definida, as vezes, reportada como nula [2,24,25].

Os peptideos estudados neste capitulo estao representados na Figura (4.1). Nota-
se que eles possuem diferencas nas torgdes e nas disposi¢gdes dos aminodcidos nas cadeias
laterais. Notamos, por exemplo, que no peptideo K3I3V3A3G3 a cadeia lateral da lisina (K)
fica mais préoxima das cadeias laterais da isoleucina, resultando em um diferente encaixe
lateral dos peptideos e, consequentemente, influenciando na quantidade de moléculas de
agua em cada fibra. Com finalidade de comparagao, realizamos as simulag¢oes dos peptideos
em conformagido de monémeros solvatados em agua, Figura (4.1), e em conformagio de

nanofibras, também solvatadas em dgua, Figura (4.2).
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Figura 4.1: Monoémeros A) NHy — G3A3V3I3K3 — COOH e B) NHy — K3I3V3A3G3 —
COOH. Os mondmeros sao constituidos por uma cabega hidrofilica (lisina (K) em azul) e
uma cauda hidrofébica (glicina (G), alanina (A), valina (V) e isoleucina (I) em cinza, roxo,
laranja e verde, respectivamente). Os terminais N e C estao representados em vermelho e
amarelo, respectivamente
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A modelagem das nanofibras apresentadas aqui seguiu o procedimento: inicial-
mente, alinhamos um peptideo na direcao z e, a partir dele, rotacionamos e transladamos
outros peptideos de maneira a formar um disco (camada) composto por 24 mondmeros,
cada um rotacionado em 15° no plano xy, em relagdo ao peptideo anterior, de maneira a
cobrir 360° do disco. Esta camada foi replicada 5 vezes, para obter uma fibra cilindrica
composta por 5 camadas, totalizando 120 mondmeros, Figura (4.2). Para a modelagem,
foram pensadas as melhores formas de encaixar as estruturas, considerando os efeitos
estéricos (no encaixe das cadeias laterais) e as ligagoes de hidrogénio (entre as cadeias
principais), sem que contatos indesejados ocorressem na estrutura inicial. E importante
ressaltar que nos residuos de lisina as cargas nao estao concentradas em um ponto, que
geraria uma intensa repulsao entre Lis-Lis, mas sim distribuidas ao longo de todo o resi-
duo.

Em seguida, as caixas de simulacao foram preenchidas com dgua. Esta estrutura
apresenta a superficie de interacao direta com a dgua formada por lisinas (K) enquanto as
cadeias laterais ficam escondidas das moléculas de dgua, formando um ntcleo hidrofébico.
Esta estrutura inicial apresentou estabilidade durante o processo de simulagdo e foi
utilizada para producao da trajetoria e extragao dos resultados apresentados aqui. Estas
configuragoes mostraram resultados comparaveis aos experimentais, indicando estruturas
de nanofibras que podem de fato ocorrer em situagoes experimentais.

Ressaltamos que, na etapa de modelagem computacional, diferentes estruturas
sao testadas. No Apéndice (A), apresentamos modelagens de outras formas estruturais
testadas por nos e alguns resultados obtidos ap6s 110 ns de simulagao de DM. Ressaltamos
que, apds a publicagdo de nosso estudo [69], outros pesquisadores se basearam nas

estruturas propostas por nos para realizar estudos de nanofibras formadas por SLPs [144].

4.2.2 Protocolo de Simulacao

O campo de forza CHARMM36 [83] foi utilizado para modelar as nanofibras,
enquanto para as moléculas de dgua, foi utilizado o modelo TIP3P [121]. Cada residuo
de lisina (K) possui uma carga +1le; ao todo foram 120 peptideos compondo a fibra, e
em cada peptideo hé 3 residuos de lisina (K), portanto, a carga total de cada fibra é de
+360e. Dessa forma, foram adicionados 360 fons cloreto (CI'~) para neutralizar o sistema.
As caixas de simulacao foram preenchidas com agua utilizando o programa gmax solvate
do pacote GROMACS [123] de maneira que fossem inseridas moléculas de dgua inclusive
no interior das nanofibras, de forma aleatéria.

As estruturas iniciais, Figura (4.2), foram submetidas a um processo de equilibra-
¢ao de cerca de 30 ns alternando os ensembles NVT e NPT. Em seguida, as configuragoes
resultantes dessa etapa foram submetidas a um novo processo de equilibragao de 40 ns no

ensemble NV'T e 40 ns no ensemble NPT totalizando, portanto, 110 ns de equilibracao.
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Figura 4.2: Representacao dos planos zy e xz e das caixas de simulacao para as nanofibras
A) G3A3V313K3 e B) K3I3V3A3G5. As caixas de simulagdao foram replicadas duas vezes
na dire¢do z, representando as condigbes periédicas de contorno utilizadas. Glicina (G),
alanina (A), valina (V), isoleucina (I) e lisina (K) estdo representados em cinza, roxo,
laranja, verde e azul, respectivamente. Os terminais N e C estao representados em amarelo
e vermelho, respectivamente.

Apébs 110 ns de equilibracao, antes de produzir a trajetéria, da qual seriam extraidos os
resultados, buscamos garantir que o sistema havia atingido o equilibrio termodinamico:
verificamos a variacdo da energia potencial do sistema, para avaliar se sua oscilacao ocor-
ria em torno de um valor de equilibrio; calculamos o desvio padrao dos comprimentos das
caixas de simulacao e verificamos que apresentaram variagbes menores que 0,5 nm para
ambas as nanofibras. Apds isso, produzimos duas trajetérias (uma no ensemble NVT e
outra no ensemble NPT) com um tempo de simulagao de 50 ns cada uma. Dois ensem-
bles foram utilizados apenas para confirmar que, em um sistema termodinamicamente
equilibrado, os resultados independem de em qual ensemble a trajetéria foi produzida.

Além disso, noés realizamos simulagoes DM dos peptideos na conformacao de
mondmero, Figura (4.1), seguindo o mesmo protocolo utilizado para as nanofibras. Sendo
assim, foram analisados 6 sistemas (monémeros G3A3V3I3K3 e K3l3V3A3G3 no ensemble
NPT e fibra G3A3V313K3 nos ensembles NVT e NPT e fibra K3I3V3A3G3 também nos
ensembles NPT e NVT). O tempo total de simulagao foi entao de 160 ns, sendo apenas os
50 ns finais utilizados para produgao das trajetorias. As propriedades de interesse foram
calculadas considerando um passo temporal de 2,0 fs com as coordenadas sendo coletadas
a cada 2,0 ps, totalizando 25.000 frames para anélise estatistica.

Para o ensemble NVT a temperatura foi mantida em 300 K usando o termostato

velocity rescaling [92], com constante de acoplamento de 0,1 ps, e sem acoplamento de
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pressao. Ja para o ensemble NPT a temperatura foi mantida em 300 K utilizando o
termostato wvelocity rescaling [92], e a pressao foi mantida em 1,013 bar utilizando o
acoplamento semi-isotrépico (nas diregoes z e y) de Parrinello-Rahman [96], com constante
de acoplamento de 2,0 ps. Todos os comprimentos das ligagoes foram restringidos
utilizando o algoritmo LINCS [122]. Um raio de corte de 1,0 nm foi utilizado para as
interagoes de Lennard-Jones (LJ) e as interagbes coulombianas foram tratadas por meio
do algoritmo de PME [103]. As simulagoes de DM foram realizadas utilizando o programa,
GROMACS [123] e a andlise visual, bem como obtencao das imagens foi feita utilizando
o programa VMD [125].

A Tabela (4.1) mostra a composigao dos monomeros e das nanofibras G3 A3 V313K
e K3I3V3A3G3, bem como seus respectivos comprimentos (dimensao z da caixa em nm) e
didametros iniciais e finais.
Tabela 4.1: Numero de atomos nos mondomeros e nanofibras formados pelos peptideos

G3A3V3l3 K5 e K3l3V3A3G5, comprimentos iniciais (Lg) e finais (L) na diregdo z [nm] e
os didmetros iniciais (Dy) e finais (D) de cada configuracao.

MD # Peptideos # lons # Agua #Atomos Lo L Dy D
G3AsV3lsKs — NPT 1 3 23730 71418 7,7 7.6 — —
G3AsV3l3 K3 — NPT 120 360 22346 94398 3,5 6,8 16,6 89
G3A3V3Is K3 — NVT 120 360 22346 94398 3,5 5,0 166 9,3
K3I3V3AsGs — NPT 1 3 23514 70770 7,6 7,5 — —
K3I3V3A3Gs — NPT 120 360 21751 92613 3,2 5,6 17,1 95
K3I3V3A3G3 — NVT 120 360 51751 92613 3,2 4,6 17,1 10,3

4.3 Resultados

4.3.1 Resultados estruturais e perfis de densidade

A Figura (4.3) mostra as estruturas finais obtidas apds 160 ns de simulacao.
Notamos que a periodicidade ao longo do eixo das nanofibras foi mantida durante
a producao da trajetéria. Ao comparar as estruturas finais e iniciais, notamos que a
dimensao z das caixas de simulacdo (comprimento das nanofibras) aumentou, enquanto
as dimensoes x e y reduziram significativamente, como pode ser observado por meio dos
didmetros iniciais (Dy) e finais (D), Tabela (4.1). Esta redugao do didmetro das nanofibras
era esperada porque os residuos hidrofébicos se organizam de forma a diminuir o contato
com a agua, preenchendo o centro da estrutura que inicialmente era ocupado por moléculas
do solvente.

Além disso, as configuragoes iniciais sofrem uma relaxacao durante as simulagoes
no ensemble NPT e os atomos se ajustam de maneira a reduzir a energia potencial do sis-

tema. Notamos que apesar de haver hidratacao das nanofibras elas ainda mantém a forma,
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favorecendo o estabelecimento das interacoes entre os peptideos que os mantém conecta-
dos. Desta forma, apesar do didmetro das nanofibras iniciais serem bastantes superiores
aos observados experimentalmente, o processo de equilibracao levou a nanoestruturas com
didmetros finais semelhantes aos observados experimentalmente [8] — iguais a 8,5+ 1,0
nm e 85+ 1,5 nm para as nanofibras G3A3V3I3K35 e K3I3V3A3G3, respectivamente —
indicando que estas estruturas podem, de fato, representar a estrutura auto-organizavel
dos peptideos na formacao das nanofibras.

A interface formada pelas nanofibras e a agua foi analisada utilizando perfis de
densidade de massa, Figuras (D.1, D.2), no Apéndice (D.1). Em todos os sistemas, um
comportamento difuso no perfil de densidade de massa foi observado, o que dificulta
a distincao clara entre superficie de contato da agua com as nanofibras. Os perfis de
densidade também mostram que uma grande quantidade de agua esteve presente no
interior das nanofibras, no entanto, elas preservaram a forma durante um longo periodo
de simulagdo. Esta caracteristica é importante, porque mostra que estas nanofibras se
comportam como hidrogéis. Os hidrogéis podem armazenar uma grande quantidade de
agua em seu interior e tém sido utilizados em diversas aplicagoes biotecnologicas.

Os pertis de densidade de massa indicam que ocorreu uma hidratagao ligeiramente
superior nas nanofibras compostas pelos peptideos G3A3V3I3K3, onde o residuo de
lisina (K) estd ligado ao terminal C, em acordo com o previamente encontrado nas
nanomembranas formadas pelos peptideos I3V3A3G3 K3, Capitulo 3.

A partir dos perfis de densidade, extraimos o didmetro das nanofibras: os
didmetros foram determinados a partir da distdncia entre os residuos de lisina (K) mais
distantes, distdncia entre os picos maximos nos perfis de densidade de massa da lisina (K),
Figuras (D.1, D.2), no Apéndice (D.1). Os valores obtidos foram 9,3+0,6 nm [8,9+0,6
nm] e 10,3 +0,4 nm [9,5+ 0,5 nm| para as nanomembranas G3A3V3I3K3 [K313V3A3G3),
nos ensembles NVT e NPT, respectivamente. Os valores obtidos estao em excelente acordo
com os valores reportados experimentalmente por Cao et. al. [8], de 8,5+1,0nm e 8,5+1,5
nm para as nanofibras G3A3V3I3K3 e K3I3V3A3G3, respectivamente.

Obviamente percebemos uma relaxagdo maior dos sistemas ao utilizarmos o
ensemble NPT na etapa de produgao da trajetoria. Comparando os dois ensembles
notamos que o comprimento das nanofibras é ligeiramente menor para o ensemble NVT.
Apesar de haver um elongamento das nanofibras na direcao z, notamos que as LHs, a serem
apresentadas na segao (4.3.2), que se estabelecem entre as cadeias principais, na diregao
paralela ao eixo das nanofibras, desempenham um papel fundamental na manutencao da

estrutura do sistema e impede que as fibra se rompam e se alonguem indefinidamente.
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Q) G3A;V3l3Kg-NVT D)

Figura 4.3: Representacao dos planos zz e yx e das caixas finais de simulagao para as
nanofibras G5 A3V3I3 K3 [K313V3A3G3] simuladas nos ensembles A) [B)] NPT e C) [D)]
NVT. As caixas de simulagao foram replicadas duas vezes na direcao z, representando
as condigoes periddicas de contorno utilizadas. Glicina (G), alanina (A), valina (V),
isoleucina (I) e lisina (K) estdo representados em cinza, roxo, laranja, verde e azul,
respectivamente
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4.3.2 Ligacoes de Hidrogénio

A Tabela (4.2) apresenta o numero médio de LHs realizada entre os peptideos
e entre cada residuos com a dgua (pep-dgua). As andlises foram feitas utilizando dois
ensembles para as nanofibras, NVT e NPT, e o ensemble NPT para os monoémeros. De
maneira geral nao se observa grandes alteragoes nos resultados obtidos nos dois ensembles
diferentes. O padrao do programa GROMACS identifica uma LH quando a distancia
doo entre os atomos de Oxigénio do Doador (OD) e do Aceitador (OA) de hidrogénio é
doo < 3,5A e o angulo apmr_o < 30°. Estes pardmetros foram utilizados para obtencio
dos valores apresentados nesta secao.

Nossos resultados mostram que a nanofibra Gz A3V313 K3 realiza um total de 30,3
(ensemble NVT) e 30,1 (ensemble NPT) LHs/pep com a dgua enquanto na nanofibra
K3I3V3A3G3 estes valores sao 27,9 LHs/pep para ambos os ensembles. No geral, notamos
que a nanofibra G3 A3V313 K3 realiza maior quantidade de LHs com a dgua que a nanofibra
K313V3A3G5 — principalmente porque os residuos de isoleucina (I) e valina (V) realizaram
mais LHs com a dgua na nanofibra GG3A3V515K3. Por outro lado, a nanofibra G A3V3I3 K3
possui menor quantidade de LHs entre seus peptideos: entre os peptideos da nanofibra
K313V3A3Gs [G3A3VsI3 K], a quantidade de LHs é de 5,4 e 5,8 [4,4 e 4,8] LHs/pep para
os ensembles NV'T e NPT, respectivamente.

Assim, notamos, novamente, a tendéncia dos peptideos com o terminal C ligado
a lisina(K) eletricamente carregada apresentar maior hidratacdo. De maneira semelhante
a apresentada anteriormente, Cap. 3, notamos que diferencas nas tor¢oes e na disposicao
das cadeias laterais, além da tendéncia da lisina (K) ligada ao terminal C & atrair mais
moléculas dgua — e possuir menor atracao entre si (K-K) — que a lisina ligada ao terminal
N, altera a quantidade de dgua no interior das estruturas levando a nanofibra K3I3V3A3G5
a possuir um nucleo ligeiramente menos hidratado e a apresentar uma organizacao mais
regular dos peptideos.

As LHs dos peptideos com a agua, para ambas as nanofibras, sao preferencial-
mente estabelecidas pelos residuos de lisina (K), sugerindo que ocorre a formagao de uma
superficie de interagdo das nanofibras com a agua, apesar de ser difusa. Para ambas as
nanofibras, a lisina (K) contribui com cerca de 12,0 LHs/pep com a dgua. As contribui¢oes
dos demais residuos podem ser visualizadas na Tabela (4.2). As menores contribui¢oes no
numero médio de LHs com a agua sdo oriundas das interagoes I-agua, V-agua e A-dgua.
Estes residuos estdo no centro da nanofibra, e esse resultado indica que o processo de
auto-organizacao levaria a formagado de nicleos hidrofébicos. Este resultado é confirmado
ao observarmos que o numero médio de LHs dos monomeros com a agua chega a ser
50% maior que o encontrado no caso das nanofibras. Conforme esperado, a interagao com
agua diminui porque as cadeias hidrofébicas dos peptideos se escondem formando um

nucleo hidrofébico e assim, nao ficam acessiveis as moléculas de agua. Notamos, inclusive,
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Tabela 4.2: 2 Numero médio de LHs estabelecidas entre os peptideos, entre os residuos
e pelos residuos com a agua. As LHs foram normalizadas pelo nimero de peptideos na
caixa de simulacao, isto é, dividido por 120. Pep (peptideo), A (alanina), V (valina), G
(glicina), K (lisina) e I (isoleucina).

G3A3V3I3K3 K3I3V3A3G3

Monoémero NVT NPT | Monoémero NVT NPT
Pep-pep 0,3 4.4 4.8 0,2 5,4 5,8
Pep-dgua 42.4 30,3 30,1 42,5 27,9 279
K-agua 15,8 12,3 12,8 15,5 12,1 12,1
A-dgua 6,6 4,6 4.4 6,6 4,3 4,1
I-agua 5,8 3,9 3,8 6,1 3,0 2.8
G-agua 7,9 5,7 5,4 7,8 5,3 5,4
V-agua 6,3 3,8 3,7 6,4 3,1 2,7
I-I 0,0 0,6 0,7 0,0 0,9 1,0
-V 0,1 0,4 0,4 0,0 0,6 0,6
I-A 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
-G 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
I-K 0,1 0,4 0,4 0,0 0,4 0,5
V-V 0,0 0,6 0,6 0,0 0,9 1,0
V-A 0,0 0,3 0,4 0,0 0,4 0,5
V-G 0,0 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1
V-K 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
A-A 0,0 0,4 0,4 0,0 0,3 0,3
A-G 0,1 0,5 0,6 0,1 0,5 0,5
A-K 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
G-G 0,0 0,6 0,6 0,0 0,7 0,6
G-K 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
K-K 0,0 0,4 0,4 0,0 0,5 0,6

que o numero de moléculas de adgua no interior das fibras, apds a simulacao de DM, é
menor que as inseridas nas estruturas iniciais. Estes resultados indicam que a estrutura
modelada favoreceu o estabelecimento de LHs entre os peptideos levando a uma estrutura
final estdvel. Para a nanofibra G3A3V3I3K3 os residuos internos de isoleucina (I) e valina
(V) estabelecem mais LHs com a dgua, indicando que uma maior quantidade de molécu-
las de solvente infiltrou nesta nanofibra. Em contrapartida, estes mesmos residuos fazem
mais LHs entre si na nanofibra K3I3V3A3G3, portanto, estes residuos devem estar mais
proximos, dificultando a infiltragdo de moléculas de agua.

Para caracterizar os nicleos de cada nanofibra, fizemos uma anélise das interacoes
entre os residuos (pep-pep). Na nanofibra G3A3V3I3K3, a maior quantidade de LHs
foi realizada pelos residuos I-I, V-V, A-G e G-G. As interagdes entre estes residuos
aumentaram em comparagao com as encontradas entre eles na conformagao de monémero,
o que indica que estas interagoes apresentaram papel significativo na manutencao da
estrutura desta nanofibra. Ja para a fibra K3I3V3A43G3 além das interacoes entre I-1, V-V,
A-G e G-G, também ocorrem interagoes envolvendo I-V, V-A e K-K. De maneira geral,

as LHs ocorrem preferencialmente entre residuos iguais (I-I, G-G, V-V, ...) ou com os
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residuos mais préximos (I-K, V-A, A-G, ...), que estao posicionados lado a lado em discos
vizinhos.

Além do nimero de LHs, é importante compreender a direcao preferencial em
que elas sao estabelecidas, o que ajuda na compreensao da direcdo de maior crescimento
da estrutura. Na Figura (4.4), apresentamos a diregao preferencial de estabelecimento
das LHs para a fibra G3A3V313K3 simulada no ensemble NVT. Nota-se, que as LHs se
estabelecem preferencialmente paralelas ao eixo da fibra, eixo z, mas ha também LHs que
parecem circular no plano xy. Essas ligacoes que aparecem em uma disposic¢ao circular no
plano xy, indicam que as cadeias principais dos peptideos adquirem posi¢oes heterogéneas,

confirmando uma alta mobilidade dos peptideos nestas nanoestruturas.

Diregao das LHs

Direcao das LHs

Figura 4.4: Representacao das LHs na fibra peptidica G3A3V313 K3 simulada no ensemble
NVT. Os peptideos estao representados em azul-claro e as LHs em vermelho. As LHs entre
os peptideos e as moléculas de dgua nao estao representadas.

De maneira geral, nossos resultados ressaltam que entre as nanofibras
G3A3V3I3K3 e K3l3V3A3G3 a primeira é mais hidratada. De maneira semelhante en-
tre as nanomembranas I3V3A3G3K3 e K3G3A3Vsls, a primeira é mais hidratada. Uma
comparacao entre as duas estruturas, nanofibras e nanomembranas, indica que as na-
nomembranas sao menos hidratadas e estabelecem maior quantidade de LHs entre seus
peptideos, e, portanto, devem apresentar melhor eficiéncia no encapsulamento e transporte
de drogas hidrofébicas, que as nanofibras. De fato, experimentalmente esta caracteristica
foi reportada [8]. Sendo assim, nossos resultados, em excelente acordo com resultados

experimentais, garantem que é possivel prever o formato favoravel da macroestrutura
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de peptideos com sequéncias de aminodacidos distintas, bem como sua hidrofobicidade,
utilizando DM, contribuindo para o desenvolvimento de novos nanomaterais. Mostramos
inclusive que a DM, utilizando o campo de forcas CHARMMS36, é sensivel a inversao da

sequéncia primadria utilizada e das terminagoes (C e N) dos peptideos.

4.3.2.1 Interacoes Coulombianas

A Tabela (4.3) mostra a energia de interacdo coulombiana dos peptideos
G3A3V3I3K5 e K313V3A3G3 nas conformagoes de mondmeros e nanofibras. Os resulta-
dos apresentados foram obtidos em dois ensembles diferentes, NVT e NPT. Os valores de
energia nao apresentaram diferencas significativas quando obtidos nos ensembles NVT ou
NPT, conforme esperado, uma vez que buscamos garantir a existéncia de sistemas termo-
dinamicamente equilibrados, antes de realizar a producao da trajetéria para extracao dos
resultados. Ao longo desta se¢ao, discutiremos apenas os resultados obtidos nos ensembles
NPT.

Notamos que a atracao dos peptideos com as moléculas de dgua é cerca de 8,2%
mais intensa nas nanofibras G3A3V3Il3K3. Por outro lado, a atracao entre os peptideos é
cerca de 1,9% menor na fibra G3A3V313K3. Sendo assim, a fibra formada por peptideos cujo
residuo de lisina (K) estd ligado ao terminal C, possui maior atragdo com a dgua e menor
atracao entre seus peptideos, levando a formacao de nanofibras mais hidratadas e com
organizagao mais flexivel. Estes resultados estao de acordo com o observado para o caso
das nanomembranas I3V3A3G3K3 e K3G3A3V313 discutidas no Cap. 3 e com resultados
experimentais reportados na literatura [126].

Conforme esperado, os residuos de lisina (K) sdo os que mais interagem com
a agua: 60,2% [60,0%] do total das interagoes coulombianas com a dgua das nanofi-
bras G3A3V3I3K3 [K3I3V3A3G3] sdo devidas aos residuos de lisina (K). Na nanofibra
G3A3V3I3K3 a atragdo coulombiana da lisina (K) com a dgua é cerca de 8,5% mais in-
tensa que na nanofibra K3I3V3A3G3. Depois dos residuos de lisina (K), em ambas as
nanofibras, os residuos de glicina (G) sao os que possuem maiores atragoes coulombianas
com as moléculas de dgua. Os residuos de glicina (G) estdo posicionados bem no centro
das nanofibras, regiao onde inicialmente foram inseridas moléculas de dgua. Apesar de na
configuragao final o niimero de moléculas de d4gua no interior das nanofibras ser menor,
ainda ha a presenca de dgua nesta regido, o que justifica a interagao da glicina (G) com

a dgual.

' A quantidade de 4gua presente na parte central das estruturas, apés a realizacdo da DM, pode
caracteriza-las como fibras tubulares
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No que diz respeito as interagoes entre os peptideos, na nanofibra G3AzV3I3K3
a atracdo coulombiana é mais intensa entre K-K (24,0% do total), entre os residuos G-G
(18,4% do total) e A-A (15,6% do total). Na conformacdo de mondémero estas também
sdo as atragoes coulombianas mais intensas. Para os peptideos K3I3V3A3G3 formando
nanofibras, notamos que as interagoes K-K, G-G e A-A correspondem a 24,0% e I-I a
15,3%, respectivamente, do total de interagoes coulombiana.

Comparando as duas nanofibras, notamos que na fibra K3l3V3A3G3 ocorre um
aumento das interagoes entre os residuos A-G, o qual possibilitou a formacao de ntcleos
mais estaveis e com menores hidratacoes. No que diz respeito as LHs, as interagoes A-G
possuem valores semelhantes nas duas nanofibras. Dessa forma, notamos que as interacoes
coulombianas A-G foram importantes na unido das cadeias laterais dos peptideos. Foi
observado que, tanto na conformagcao de monémero quanto na conformagao de nanofibras,
a atracao entre os residuos de lisina (K) é ligeiramente menor no caso em eles estao ligados
ao terminal C. Logo, os peptideos com as lisinas (K) ligadas ao terminal C possuem
menor atragdo coulombiana com os residuos de lisina (K) de outros peptideos vizinhos;
em contrapartida, atraem mais fortemente as moléculas de dgua, contribuindo com a
hidratacao.

De maneira semelhante ao encontrado para o caso das nanomembranas
I3V3A3G3 K3 e K3G3AsVsls, nas nanofibras as interagoes coulombianas com os fons de
cloro ocorrem majoritariamente com os residuos de lisina (K), conforme esperado, uma
vez que os ions de cloro e os residuos de lisina (K) possuem cargas opostas; e a lisina
(K) forma a superficie de separagao com o solvente, permitindo, dessa forma, bastante

proximidade com os ions de cloro.

4.3.2.2 Interagoes de van der Waals

As interacoes de vdW obtidas por meio do potencial de LJ se encontram
apresentadas na Tabela (4.4). Sdo descritas as interacoes de vdW entre os peptideos,
entre os residuos, dos peptideos com a agua e dos residuos com a agua. Semelhante ao
caso das interagoes coulombianas e LHs, notamos que as interacoes de vdW entre os
peptideos com as moléculas de dgua é maior (17,8%) nas nanofibras G3A3V3I3K3. Por
outro lado, as interacoes de vdWW entre os peptideos sdo 6,0% menos intensas nesta fibra,
reforcando que as nanofibras K3I3V3A3G3 sao mais estaveis, uma vez que nela os peptideos
realizam mais LHs entre si e possuem atracoes coulombianas e vdW/ mais intensas entre
seus peptideos.

Nas nanofibras G3A3V3I3K3 [K313V3A3Gs], o residuo com maior interacao com
a agua é a isoleucina (I) [isoleucina (I)], sendo a interacao I-dgua equivalente a 29,4%
[27,3%] do total de interacao de vdW desta nanofibra. J4 as menores contribuigbes vém
dos residuos de glicina (G) [alanina (A)], sendo a interagdo G-dgua [A-dgual equivalente

a 15,8% [15,3%] da interacao de vdW total entre os peptideos e a dgua. Nas nanofibras,
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Tabela 4.3: Energia de interagio de Coulomb [em kJ.mol™ /pep| para os peptideos nas
conformagoes de mondmeros e nanofibras solvatadas em agua. Os valores de energia
de interacao de Coulomb foram normalizados pelo nimero de peptideos nas caixas de
simulagao, isto é, dividido por 120. Pep (peptideo), A (alanina), V (valina), G (glicina),
K (lisina) e I (isoleucina).

G3A3V3I3K3 K3I3V3A3G3

Mondmero NVT NPT | Monémero NVT NPT
Pep-pep -4181,7 -4294,1 -4312,6 -4232,2 -4387,1 -4395,7
Pep-dgua -1611,5 -1081,1 -1115,4 -1634,7 -1023,6 -1024,1
K-agua -898.,6 -618,8  -671,2 -898,0 -602,4  -614,0
A-agua -181,6 -120,3  -115,2 -183,8 -115,1 -110,4
I-agua -148,4 -95,7 -92,7 -156,9 -75,3 =747
G-agua -221,8 -152,2  -143,7 -235,4 -153,4  -157,6
V-dgua -161,2 -94,1 -92,5 -160,5 -77.5 -67,4
I-I -526,1 -558,0  -558,7 -539,3 -566,0  -567,7
v -194,8 -202,7  -203,4 -197,7 -204,2  -206,4
I-A 0,0 0,0 -0,8 0,0 -0,1 -0,1
-G -0,1 -0,2 -0,5 0,0 -0,3 -0,7
I-K -189,6 -186,6  -186,0 -220,5 -218,2  -218,7
V-V -455,0 -474,9  -476,1 -456,1 -489,1  -491,9
V-A -235,2 -239,8  -241,3 -156,9 -164,6  -167,0
V-G 0,0 -2,1 -1,7 -0,2 -1,4 -2,0
V-K 0,2 -0,6 -0,8 0,6 0,0 0,1
A-A -655,1 -668,9  -670,9 -655,1 -674,5  -673,4
A-G -128,4 -139,7  -141,9 -264,8 -279,8  -280,7
A-K -0,1 -0,2 -0,6 0,0 -0,7 -0,5
G-G -770,0 -791,3  -791,9 -707,1 -734,3  -730,7
G-K 0,0 -0,6 -2,9 -0,2 -1,5 -1,9
K-K -1027,4 -1028,4 -1034,9 -1034,9 -1052,2 -1054,1
A-Cl 0,0 -0,3 -0,5 0,0 -0,2 -0,3
K-Cl -1,7 -273,2  -210,1 -2.8 -259,8  -241,2
V-CI -0,1 -0,4 -0,4 0,0 -0,5 -0,4
G-Cl -0,1 -1,3 -1,6 -0,5 -1,8 -2,1
I-Cl 0,0 -2,5 -1,5 0,0 -2,4 -2,2

54,3% [61,6%], da intensidade das interagoes de vdW

entre os peptideos e a agua, em comparagao com a interacao dos peptideos com a agua

notamos uma drastica reducao,

na configuracdo de monoémeros.

As interacoes de vdW entre os peptideos sao mais atrativas entre os residuos K-K
[I-T] nas nanofibras G3A3V3I3K3 [K313V3A3Gs], correspondendo a 14,2% [15,5%] do total
das interagoes de vdW entre os peptideos. Logo, ocorreu um melhor encaixe lateral das
isoleucinas (I), nas nanofibras K3I3V3A3G3, em decorréncia das diferengas nos angulos de
torcao dos peptideos nas sequéncias primarias direta e reversa. Em geral, a energia de
interacao de LJ, entre os peptideos e os atomos de cloro é consideravelmente pequena,
exceto para a interagdo com os residuos de lisina (K), onde ocorre repulsdo, devido a

proximidade destes residuos com os ions de cloro.
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Tabela 4.4: Energia de interagao de vdW [em kJ.mol ™ /pep] obtida por meio do potencial
de LJ, para os peptideos nas conformacoes de monomeros e nanofibras solvatadas em agua.
Os valores de energia de interacao vdW foram normalizados pelo nimero de peptideos
nas caixas de simulagdo, isto é, dividido por 120. Pep (peptideo), A (alanina), V (valina),
G (glicina), K (lisina) e I (isoleucina).

G3A3V3I3K3 K3I3V3A3G3

Monoémero NVT NPT | Mondmero NVT NPT
Pep-pep -130,3 -294,2 -2924 -126,0 -310,3 -311,1
Pep-dgua -338,9 -151,8 -154,8 -342,4 -132,0 -1314
K-4gua -48,4 -28,2  -28,6 -44.4 -28,8  -28,2
A-dgua -60,6 -258 =257 -60,2 -20,6  -20,1
I-agua -95,9 -42,8  -45,6 -101,2 -36,5 -35,9
G-agua -49,6 24,4 -21,6 -50,0 -21,8 -23,3
V-dgua -84,4 -30,7  -33,2 -86,5 -24.2  -23,9
I-I -15,9 -39,8  -39,1 -15,2 -48,0  -48,1
-V -20,2 -36,7 -35,8 -15,3 -34,2  -34,5
I-A -0,4 -14 -2.5 0,0 -1,2 -14
-G -0,4 -1,0 -1,7 -0,1 -0,5 -0,9
I-L -19,2 -32,4  -30,3 -20,5 -31,6  -32,1
V-V -14,6 -38,7 =375 -14.,6 -44.6  -44,6
V-A -12,6 -250 -254 -11,4 -252  -26,0
V-G -0,7 -5,1 -5,8 -0,8 -2,5 -3,4
V-K -1,1 -1,7 -2,0 -1,0 -1,7 -1,5
A-A -9,1 -25,5  -23,9 -9,3 -28,5 287
A-G -8,3 -251  -26,1 =77 -242  -24.3
A-K -0,1 -0,2 -0,7 0,0 -0,6 -0,5
G-G -3,1 -18,0  -19,1 -4,1 -23.4  -20,5
G-K -0,1 -0,2 -1,1 -0,1 -0,7 -1,0
K-K -24.3 -43,4  -41,3 -26,0 -43,5  -43,6
A-Cl 0,0 -0,1 -0,1 0,0 -0,1 -0,1
K-Cl 0,0 14,4 10,8 0,1 12,5 11,6
V-CI 0,0 -0,3 -0,3 0,0 -0,2 -0,2
G-Cl 0,0 -0,1 -0,1 0,0 0,0 -0,1
I-Cl 0,0 -1,7 -1,3 0,0 -1,1 -1,0

4.4 Consideracoes Finais

Neste trabalho, realizamos uma caracterizacao estrutural e energética de duas
fibras peptidicas, compostas pelos peptideos G3A3V3I3K3 e K3I3V3A3Gs, por meio de
simulagoes de DM atomistica. Foram apresentados e discutidos os perfis de densidade de
massa e a hidratacao das estruturas, bem como as LHs e as interacoes coulombianas e
vdW, principais interacoes responsaveis pela manutencao da forma das nanofibras. Assim
como no caso das nanomembranas, apresentadas no Capitulo 3, a caracterizagao destas
estruturas, de um ponto de vista atémico (e molecular), permitiu compreender detalhes
que nao seriam possiveis por meio de abordagens puramente experimentais. As conclusoes

acerca das nanofibras peptidicas serao apresentadas no Capitulo 5.
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CAPITULO

CONCLUSOES

Neste trabalho, caracterizamos, via simulagdoes de DM, nove nanomembranas e
duas nanofibras compostas por SLPs. Nossos resultados mostraram como altera¢oes nas
caudas hidrofébicas e nas cabecas hidrofilicas de SLPs levam a formacao de nanoestruturas
com diferentes organizacoes e hidratacoes, ressaltando a versatilidade estrutural de
aminoacidos agregados.

Ao estudar nanomembranas [nanofibras| formadas por peptideos com os mesmos
aminoacidos ligados em sequéncias primadrias invertidas, I3V3A3G3K3 e K3G3A3Vsls
[G3AsV3I3 K3 e K3I3V3A3Gs], foi possivel analisar as alteragoes causadas pelos dngulos
de torgao, pelas cadeias laterais e os terminais, C e N, dos peptideos, nas caracteristicas
estruturais dos sistemas. Tanto as nanomembranas I3V3A3G3K3 e K3G3A3V3l3 quanto
as nanofibras G3A3V3I3K3 e K3I3V3A3G5 apresentaram caracteristicas de hidrogéis, i. e,
mantiveram as formas estruturais mesmo com a ocorréncia de uma grande hidratagao
das estruturas. As nanomembranas I[3V3A3G3K3 e K3G3A3V3l3 possuem superficies
com espessuras irregulares, bastante heterogéneas. A nanomembrana K3G3AsV3l3 é
ligeiramente menos hidratada que a nanomembrana I3V3A3G3K3. A nanomembrana
13V3A3G3 K5 realiza mais LHs por peptideo com a dgua que a nanomembrana K3G3A3Vsls,
23,8 e 20,6 LHs/pep, respectivamente. Em contrapartida, os residuos na nanomembrana
K3G3A3V315 realizam mais LHs entre si que na nanomembrana I3V3A3G3K3, 7,4 e 5,7
LHs/pep, respectivamente. A nanomembrana [3V3A3G3K3 possui a lisina (K) carregada
ligada ao terminal C, enquanto na nanomembrana K3G3A3V3l;3 a lisina (K) carregada
estd ligada ao terminal N, dessa forma, a distribuicao de cargas elétricas nas moléculas
é modificada e, portanto, a interagdo entre os peptideos (pep-pep) e pelos peptideos com
a dgua (Pep-dgua) é alterada. Notamos que os residuos de lisina (K) carregados ligados
ao terminal C apresentam maior atracao coulombiana com as moléculas de adgua tanto
na conformacdo de monoémero (1,3% maior) quanto na conformagdo de nanomembranas
(12,9% maior) que os residuos de lisina (K) ligados ao terminal N. Estes resultados
confirmam observagoes anteriores reportadas por Maltzahn et. al. [126], que indicam

maior solubilidade de peptideos anfifilicos catidonicos formados por residuos de lisina (K)
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ligados ao terminal C. Além disso, as lisinas (K) ligadas ao terminal C possuem menor
atracdo coulombiana entre si. As alteracoes nos angulos de torcao possibilitaram melhor
encaixe lateral entre os residuos das nanomembranas K3G3A3V513, principalmente entre os
residuos de alanina (A) e valina (V). Sendo assim, a maior tendéncia dos residuos de lisina
(K) em interagirem com as moléculas de dgua (e se atrairem menos entre si), juntamente
com as alteracoes nos angulos de torgao e a disposicao das cadeias laterais dos peptideos,
que dificultaram o encaixe lateral dos peptideos, prejudicaram a formacao de uma rede
de LHs entre os peptideos nas nanomembranas I3V3A3G3 K3, permitindo maior infiltragao
de moléculas de dgua em seu interior hidratando a estrutura. Assim, a nanomembrana
K3G3A3V315 poderia apresentar melhor capacidade em transportar drogas hidrofébicas,
conforme reportado experimentalmente [8]. Dessa forma, indicamos que o campo de forcas
CHARMM36 pode reproduzir resultados experimentais quando as sequéncias primarias,
e as terminacoes dos peptideos, sao invertidas, em especial devido ao bom tratamento dos
angulos de tor¢ao das cadeias principais e laterais dos aminoacidos [83].

Os resultados referentes as nanofibras, também demonstram que as nanoestru-
turas formadas por peptideos com a lisina (K) ligada ao terminal C possuem maior hi-
dratacdo e menor interacao entre os peptideos: as nanofibras G3A3Val3 K5 realizam 7,3%
mais LHs/pep com a dgua e 17,2% menos LHs entre os peptideos que as nanofibras
K313V3A3G3; a atragao coulombiana dos peptideos com dgua é cerca de 8,2% mais in-
tensa nas nanofibras G3AsV3I3K5 enquanto a atragdo coulombiana entre os peptideos é
cerca de 1,9% menos intensa. De maneira semelhante ao encontrado para as membranas,
notamos que a atragdo coulombiana das lisinas (K) ligadas ao terminal N com as mo-
léculas de dgua é menos intensa, cerca de 8,5%, que as lisinas (K) ligadas ao terminal
C. Logo, observamos que tanto nas nanomembranas quanto nas nanofibras, os peptideos
com a lisina (K) carregada ligada ao terminal N levam & formagao de estruturas menos
hidratadas, com o estabelecimento de uma maior [menor] quantidade de LHs e uma maior
[menor| atracdo coulombianas entre os peptideos [dos peptideos com a dgual.

Uma comparacao entre as nanomembranas e as nanofibras, indica que as primeiras
sao nanoestruturas que possibilitam a formacao de maior quantidade de LHs entre os
peptideos e menor quantidade de LHs dos peptideos com as moléculas de agua. O
mesmo comportamento é encontrado no caso das interagoes coulombianas; notamos que
os peptideos nas nanomembranas possuem maior [menor| interagdo coulombiana entre si
[com a dgual do que os peptideos nas nanofibras. Observamos que as nanomembranas
peptidicas possuem maior energia de atracao coulombiana aos ions negativos de cloro
que as nanofibras; resultado relacionado a uma maior densidade superficial de cargas
positivas nas nanomembranas do que nas nanofibras. Experimentalmente observou-se que
para pequenas concentragoes, as nanomembranas peptidicas possuem maior capacidade
de penetrar em membranas celulares [8], o que pode estar relacionado & maior atragiao

coulombiana entre as nanomembranas peptidicas e as membranas celulares. No entanto,
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para grandes concentracoes de peptideos, as nanofibras apresentam maior citotoxicidade!
[8], isso porque as nanofibras formam estruturas do tipo amiloides, nos quais os peptideos
vao se empilhando em uma diregdo somente (direcdo das cadeias principais) e, assim,
formam estruturas robustas. Ja as nanomembranas peptidicas, para serem formadas,
precisam crescer em duas diregoes (cadeias laterais e principais). Sendo assim, elas formam
estruturas menores e, consequentemente, apresentam menos toxicidade nas células.

Ja as nanomembranas AgH,. e AgHs apresentaram estruturas bastante organiza-
das, em bicamadas, formando laminas, semelhantes as encontradas em sélidos cristalinos,
permitindo pouca hidratacao. Além disso, as nanomembranas AgH apresentam superficies
bastante regulares, com alta concentracdo de residuos de histidina (H). Nossos resulta-
dos para a distancia de separacao entre os peptideos formando as nanomembranas, estao
em bom acordo com resultados encontrados em experimentos de Difracdo de Raio-X
(DRX) [105]. Foi observada uma direcao preferencial para o estabelecimento das LHs,
levando a formacgao de nanoestruturas bastante organizadas, a partir de um processo con-
sistente de auto-organizacao onde é estabelecido um design e nao somente aglomerados
amorfos. Notamos que a alteracao na posicao do atomo de hidrogénio no anel aromatico
da histidina (H, ou Hs) modifica a forma como este residuo se dispde na superficie das
nanomembranas e, consequentemente, a sua interacdo com o meio solvente. Dessa forma,
nossos resultados confirmam resultados anteriores [119] de que os tautoémeros da histidina
(H) apresentam diferentes conformagdes, corroborando a hipétese de que atomos de hi-
drogénio ligados as diferentes posi¢cdes do anel aromaético, € ou 9, podem levar a formagao
de nanomembranas com diferentes eficiéncias na quelagao de ions metéalicos. Foi observado
que na membrana AgH, o atomo de hidrogénio do anel aromatico da histidina (H) fica
mais exposto a agua e o atomo de nitrogénio livre tende a estabelecer maior ntimero de
LHs com atomos de hidrogénio do grupo amina de alaninas (A) vizinhas. Comportamento
semelhante é observado para o caso das interagoes coulombianas, onde os residuos de his-
tidina (H.) tendem a atrair mais fortemente os residuos de alanina (A) dos peptideos
vizinhos. Nesta conformagao, a histidina (H.) fica ligeiramente mais normal & superficie e
possibilita uma melhor organizacao dos residuos levando a formagao de uma rede de LHs
com maior numero de LHs entre os residuos H-A e A-A, além de um melhor encaixe lateral
destes mesmos residuos, levando a membrana AgH, a possuir um ntcleo menos hidratado.
Apesar de ambas as nanomembranas realizarem quantidade semelhante de LHs entre os
peptideos, ~ 7 LHs/pep, a organizacao dos peptideos é diferente, alterando a quantidade

de dgua no interior das estruturas (a membrana AgHjs apresenta cerca de 14,7% mais

I Termo relacionado & capacidade intrinseca de um material em promover o rompimento das membranas
celulares podendo culminar na morte celular.
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LHs/pep com a dgua que a membrana AgH,).

No estudo das nanomembranas [3XG K, obtivemos as espessuras das nanomem-
branas e as distancias de separacao entre seus peptideos em bom acordo com resulta-
dos experimentais. Nossos resultados indicam que as nanomembranas adquirem forma
de bicamadas, as quais podem se sobrepor formando estruturas mais espessas. As nano-
membranas I3XGK (X = S, N, G) apresentam superficies bastante regulares, com alta
concentragao de residuos de lisina (K), enquanto as nanomembranas I3XGK (X = Q, L)
apresentam superficies onduladas. As nanomembranas I3XGK realizam entre 3,2 e 5,6
LHs/pep entre os peptideos (pep-pep) de acordo com o residuo que ocupa a posicao X.
Notamos que quando residuos polares estao formando a cauda dos SLPs, o niimero de
LHs entre os peptideos é maior, com uma diferenca de até a 2,4 LHs/pep quando com-
paradas as nanomembranas I3NGK e I[3LGK, representando uma diferenca de ~ 75%.
Diferentemente do caso das LHs, nao é observado um comportamento relacionado as in-
teragoes coulombianas que distinga as nanomembranas polares das apolares. A atragao
coulombiana entre os peptideos da membrana polar IsNGK é apenas [3NGK 0,8% mais
intensa que na membrana apolar [3GGK, mas a membrana polar IsNGK realiza 30,4%
mais LHs entre seus peptideos. Assim, nossos resultados indicam que a importancia dos
residuos polares reside em propiciar o aumento da quantidade de LHs entre os peptideos
ao estabelecer LHs entre suas cadeias laterais, unindo folhas-/ vizinhas, formando o que
se conhece como ziperes polares, que fornecem uma maior estabilidade as nanomembra-
nas polares [106]. A formagao dos ziperes polares é importante porque pode propiciar que
estruturas sejam conectadas por meio deles, levando a formacao de estruturas maiores e
mais complexas. Assim, a utilizagdo de residuos polares pode aumentar a quantidade de
LHs estabelecidas entre os peptideos. Além disso, fornecer uma rota interessante para a
formacao de estruturas com caracteristicas controlaveis, devido a intensidade e ao carater
direcional deste tipo de interacao. No entanto, ressaltamos a importancia de posicionar
os residuos polares “protegidos” por residuos hidrofébicos, de maneira que possam formar
ziperes polares, sem que a maior tendéncia em interagir com a dgua leve ao rompimento
da estrutura membranar.

A 4rea por peptideo das nanomembranas [3XGK varia entre 0,47 nm?/pep
e 0,55 nm?/pep, dependendo de qual aminodcido estd na posigio X. Entre elas, a
membrana [3LGK tem a maior area por peptideo. J4 as nanomembranas K3G3A3V3ls,
tém 4rea por peptideo igual a 0,54 nm?/pep, sendo, portanto, similar as encontradas nas
nanomembranas [3XGK. As nanomembranas [3V3A3G3K3 possuem area por peptideo
de 0,71 nm?/pep, maior que as apresentadas nas nanomembranas [3XGK. J4 nas
nanomembranas AgH, o, § 0 nimero médio de ocupagdo ¢ de 0,29 nm?/pep, indicando
que os peptideos estdo mais préximos entre si, e cada peptideo ocupa uma area menor.
O fato de as nanomembranas [3XGK apresentarem area por peptideos semelhantes

as encontradas nas nanomembranas K3G3A3V513, as quais apresentaram eficiéncia no
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transporte e encapsulamento de drogas hidrofébicas, juntamente com a menor ocorréncia
de moléculas de agua nestas nanomembranas, indica que elas também podem possuir
eficiéncia como nanocarregadores de farmacos. As nanomembranas AgH, ,, s apresentam
a menor infiltragdo de moléculas de dgua entre as nove nanomembranas.

Comparando as nove nanomembranas, notamos que as compostas por AgH, o, s
apresentam a maior quantidade de LHs entre os peptideos e a organizacao mais compacta.
Assim, nota-se que quando residuos iguais de alanina (A) sao utilizados para construgao
da parte apolar dos SLPs o encaixe das estruturas e a formagao das LHs ¢é favorecido,
permitindo o estabelecimento de uma maior quantidade de LHs, ressaltando a importancia
dos efeitos estéricos na manutencao de estruturas membranares. Quantidade semelhante
de LHs entre os peptideos foi observada para a membrana K3G3A3V3l3, no entanto,
nesta membrana ocorreu maior infiltracdo de dgua que nas nanomembranas AgH, o, s,
ressaltando que a variacao dos residuos na cauda apolar dos SLP pode levar a estruturas
com quantidade semelhante de LHs entre os peptideos, mas que possuem comportamentos

diferentes no que concerne ao potencial de hidratacao.

5.0.1 Perspectivas Futuras

Nesta tese, apresentamos os resultados dos trabalhos desenvolvidos ao longo de
quatro anos de Doutorado, que culminaram na publicacao de quatro artigos cientificos,
os quais podem ser acessados nas referéncias [65,67-69]. Além disso, outros trés trabalhos
foram desenvolvidos em colaborag¢ao com o grupo de pesquisa coordenado pelo professor
Dr. Guilherme Colherinhas de Oliveira, onde estudamos a formagao de estruturas peptidi-
cas do tipo laminas [145] e o efeito de temperaturas na estabilidade e na formacao de LHs
em nanomembranas peptidicas [112,146]. Todos estes 7 trabalhos buscaram caracterizar
estruturas peptidicas e algumas de suas possiveis aplicagoes. Em cada trabalho, diferentes
abordagens e analises foram realizadas. Sendo assim, enquanto aluno de doutorado, pude
desenvolver uma série de habilidades que serao extremamente importantes para meu de-
senvolvimento profissional, enquanto professor do Instituto Federal de Educacao Ciéncia
e Tecnologia de Goids (IFG). O Campus do IFG em que atuo possui pouquissimos re-
cursos de laboratorio, principal motivo pelo qual escolhi uma linha de pesquisa na area
de simulagoes computacionais. Nesta area, poderei continuar desenvolvendo pesquisas em
parceria com o instituto de Fisica da Universidade Federal de Goids, de maneira a me
consolidar enquanto pesquisador no IFG. Além dos trabalhos ja apresentados, temos em
andamento um novo estudo que busca complementar os resultados referentes as nano-
membranas peptidicas I3XGK, no qual realizamos calculos de potencial de for¢a média
(PMF) para avaliar a energia necessaria para separar o ziper polar nas nanomembranas
LXGK (X =Q, SouN). Em cada uma das nanomembranas [3XGK (X = Q, S ou N),

selecionamos uma regiao onde se formam ziperes polares e, para cada regiao, realizamos
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150 calculos utilizando o umbrella pull code implementado no GROMACS, de maneira a
obter a forga em fungao do tempo (e da distancia) entre uma parte da membrana que
foi puxada e outra de referéncia. Nestas simulagoes, cada configuracao foi separada da
anterior por um intervalo de 0,05 ns. Em seguida, para cada sistema, foi selecionada a
curva que melhor caracterizaria o comportamento médio das 150 configuracoes e, para ela,
foram realizados calculos de PMF utilizando o método de amostragem ampliada Umbrella
Sampling, com os pontos da coordenada de reagao separados por cerca de 0,05 nm e com
um tempo de simulagao de cerca de 30 ns em cada um deles na construcao dos histogra-
mas. Os cédlculos foram finalizados e alguns resultados ja foram extraidos. Na proxima
etapa, definiremos a estrutura do artigo e escreveremos o manuscrito para submissao em

revista cientifica especializada.
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APENDICE

ESTRUTURAS INICIAIS QUE NAO
OBTIVERAM SUCESSO

Durante o processo de modelagem molecular, diversas configurac¢oes iniciais sao
testadas. Nas configuragoes nao favoraveis energeticamente podem ocorrer rasgos ou a
ruptura das nanomembranas e, consequentemente, levar a resultados diferentes dos ob-
servados experimentalmente. Para exemplificar, nesta secao estao apresentadas algumas
configuragoes iniciais e finais das nanomembranas I3V3A43G3K3 (este peptideo estd apre-
sentado no Capitulo 3, Secao 3.2.1.1), e das nanofibras Gs A3V3I3K3 e K313V3A3G3 (estes
peptideos estao apresentados no Capitulo 4, Segao 4.2.1) testadas durante o processo de

equilibragao, que nao levaram a resultados comparaveis aos resultados experimentais.

A.1 Nanomembranas I3V3A3G3K5 e K3G3A3Vsl,

Na Figura (A.1), algumas configuragoes iniciais e finais de nanomembranas
formadas por monomeros e por dimeros replicados, simuladas segundo o protocolo de

simulagao Cy discutido na Segao C.1 (no Apéndice C).

A.2 Nanofibras GgAgVE),IgKg e Kg[g‘/gAgGg

Para as nanofibras G3A3V3I3K3 e K3I3V3A3G5 testamos outros quatro tipos de

configuragoes iniciais, a saber:

(i) de forma semelhante a apresentada na Figura (4.2), construimos uma camada
composta por 24 mondémeros, com cada monomero rotacionado em 15° em relagao
ao vizinho. Entao, 5 camadas foram utilizadas, no entanto, cada camada foi entao

rotacionada em cerca de 4° em relacao a outra na hora da replicacao;
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A)

D)

Figura A.1: Nanomembranas I3V3A3G3 K3 formadas por mondmeros replicados em sua
configuragao inicial: A) vista no plano zz; B) configuragao final vista plano zz; C) confi-
guragao final vista no plano xy. Representacao da configuracao inicial da nanomembrana
I3V3A3G3 K3 formada por dimeros, simulada segundo o protocolo Csy (Segao C.1): D)
vista do plano zy; E) configuragio final vista no plano zz; e F) configuracao final vista
no plano zy. A nanomembrana formada por mondmeros, apesar de possuir caracteristicas
de membranas, possui uma espessura diferente da reportada experimentalmente por Cao
et. al. [8]. No caso da nanomembrana formada por dimeros, notamos que uma forma final
com caracteristicas de aglomerado amorfo foi estabelecida.

(ii) 24 peptideos, cada um rotacionado em 15°, foram utilizados para formar uma
camada em formato de cone. Cada cone foi entao replicado 5 vezes formando uma

espécie de cone cilindrico;

(iii) 8 peptideos, cada um rotacionado em 45° em rela¢do ao anterior, foram utilizados
para formar uma camada plana. 3 destas camadas foram intercaladas, rotacionadas
uma em relagao a outra. Esta nova camada, composta por 3 camadas rotacionadas,

foi replicada 5 vezes, formando uma fibra cilindrica porosa, com 120 peptideos;

(iv) mesmo procedimento descrito no item 3, mas em vez de uma camada plana,
foi utilizada uma camada conica, formando uma fibra coénica porosa. Algumas

configuragoes iniciais destas configuragoes tentativas estao apresentadas na Figura

(A.2).

As configuragoes finais, apés 110 ns de simulagoes de DM estao representadas na
Figura (A.3).
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Figura A.2: Diferentes configuracoes iniciais utilizadas no processo de simulagao de DM:
A) Nanofibras em formato de cones com a caixa de simula¢ao completamente preenchida
com agua; B) nanofibras em formato de cone em que as caixas de simulacao foram
preenchidas com agua de maneira que nao houvesse moléculas de dgua no interior das
nanofibras; C) nanofibra planar, com camadas rotacionadas de 4° umas em relagao as
outras e caixa de simulacao completamente preenchida com agua.
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Figura A.3: Diferentes configuracoes finais obtidas apds 110 ns de simulacoes de DM:
A) Nanofibras em formato de cones com a caixa de simula¢do completamente preenchida
com 4gua, simuladas com o acoplamento de pressao isotrépico; B) nanofibras em formato
de cones com a caixa de simulagao completamente preenchida com agua, simuladas com
o acoplamento de pressao semi-isotrépico; C) nanofibras em formato de cone em que as
caixas de simulagao foram preenchidas com agua de maneira que nao houvesse moléculas
de agua no interior das nanofibras, simuladas com o acoplamento de pressao isotrépico;
D) nanofibras planas, com camadas rotacionadas de 4° umas em relagdo as outras e
com as caixas de simulacao completamente preenchidas com &agua, simuladas com o
acoplamento de pressao isotropico. Em todas estas nanoestruturas podemos notar que a
caracteristica de fibra foi perdida durante as etapas de simulagdes de DM, demonstrando
um alongamento da fibra de forma nao homogénea ou um orificio central hidratado,
caracteristico de nanotubos.
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MATERIAL SUPORTE MEMBRANAS

B.1 Membranas AgH, e AgH;s
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Figura B.1: Perfis de densidade de massa ao longo dos eixos = (acima) e y (abaixo) em
103kg.m =3 para as nanomembranas AgH, e AgHj.

B.2 Membranas I3 XGK
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Figura B.2: Configuragoes iniciais das nanomembranas simuladas: A), B) e C) I3SGK;;
D), E) e F) I3NGK. Nestas nanomembranas hé residuos polares e, portanto, espera-se
que sejam formados ziperes polares; G), H) e 1) ,GGK; J), K) e L) I3LKG. Nestas
nanoestruturas ha apenas residuos nao polares na cauda neutra, portanto, espera-se que
as folhas-f se mantenham unidas por efeitos hidrofébicos. Lisina (K), isoleucina (I), glicina
(G e G), serina (S), asparagina (N) e leucina (L) estao representadas em azul-claro, verde,
cinza, ferrugem, vermelho e rosa, respectivamente.
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Figura B.3: Configuragoes finais das nanomembranas A) I3QGK, B) I3GGK e C)
I3LGK com respectivos perfis de dgua. As nanoestruturas membranares foram mantidas
para todas as configuragoes apds 110 ns de simulagdo MD. Isoleucina (I), glicina (G e G),
glutamina (Q) e leucina (L) estdo mostradas em verde, cinza, azul-claro, laranja e rosa,
respectivamente.
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APENDICE

DETALHES DA ETAPA DE EQUILIBRACAO

C.1 Nanomembranas I3V3A35G3K5 e K3G3A3Vals

Para estas nanomembranas, na etapa de equilibragao foram testados diferentes
protocolos de simulagao, hora permitindo que todas as particulas, tanto das nanomembra-
nas quanto da agua ficassem livres para se mover em todas as direcoes e hora restringindo
a movimentacgao de algumas particulas na direcao z.

Para a nanomembrana I3V3A3G3 K3, quatro simulagoes diferentes foram realiza-
das. Inicialmente testamos uma nanomembrana formada por monémeros, Figura (A.1), e
nao por dimeros replicados. Estas nanoestruturas nao apresentaram estabilidade durante
o processo de equilibracao, entdo foram descartadas. Em seguida, uma nanomembrana
formada por dimeros foi testada em 3 diferentes etapas de equilibragdo. As configuracoes
(1 [Cy] iniciaram a etapa de equilibracao consistindo em uma sequéncia de simulagoes
curtas alternando os ensembles NVT (candnico) e NPT (isobarico-isotérmico) com os pep-
tideos e a dgua com [sem]| restri¢coes de movimento na diregao z. Esta etapa durou cerca
de 1 ns. J& na equilibracao (5, inicialmente tanto os peptideos quanto as moléculas de
agua foram congeladas na direcao z. Em seguida, foram realizadas simulagoes curtas, por
aproximadamente 1 ns, alternando ensembles NVT e NPT com apenas as moléculas de
agua congeladas na direcao z.

J& para a nanomembrana K3G3A3V315 foram realizados dois testes, C1 [C2], com
os peptideos e a dgua com [com]| restrigdo de movimento na dire¢ao z, por cerca de 500 ps
alternando os ensembles NVT e NPT e em seguida mais cerca de 500 ps com as moléculas
de dgua congeladas na direcao z, mas com [sem]| restrigio de movimento dos peptideos
na direcdo z. Ap0s isso, foram realizados cerca de 10 ns alternando os ensembles NVT e
NPT e mais 50 ns de simulacao no ensemble NV'T com todas as moléculas sem restricoes
de movimento. Esta foi a etapa de equilibracao do sistema.

Apoés esta etapa de equilibragdo as configuragoes C3 e Cy das nanomembranas

I3V3A3G3 K3 e K3(G3A3Vs13, respectivamente, apresentaram uma estrutura equilibrada
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mais similar a de uma estrutura nanomembranar e com espessuras mais préximas das
reportadas experimentalmente e, portanto, foram as utilizadas para a producgao da
trajetéria de DM e extracao dos resultados desejados. As demais estruturas apresentaram

caracteristicas de nanomembranas porosas.

C.2 Nanomembranas AgH, e AgH;s

O processo de equilibracao para mondmeros e as nanomembranas AgH, e AgHs
consistiu em uma sequéncia alternada de simulagoes nos ensembles NVT e NPT durante
10 ns. Em seguida, as configuracoes resultantes foram submetidas a um novo processo de

equilibracao de 50 ns no ensemble NVT. O tempo total de equilibragao foi de 60 ns.
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APENDICE

MATERIAL SUPORTE FIBRAS

D.1 Nanofibras G3A3‘/3]3K3 e Kg[gV},AgGg

Density [10° kg.m* ]

Figura D.1: Perfis de densidade de massa ao longo dos eixos X e Y, em 10% kg.m™
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para as nanofibras compostas por G3A3V3I3K3, simuladas no ensemble NPT ensemble.

Os perfis de densidade de massa sao mostrados para cada residuo que compde a fibra.
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Figura D.2: Perfis de densidade de massa ao longo dos eixos X e Y, em 103 kg.m =3,
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