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Introducéo

Para a melhor compreensédo dos fenémenos fisicos e
quimicos observados em sistemas bioldgicos os métodos
de simulacdo e modelagem computacional sdo, sem
duvida, uma ferramenta poderosa. Estes métodos de
simulacdo complementam ¢ estreitam a ligagdo entre a
teoria e o experimento, contribuindo significativamente
para o melhor entendimento dos sistemas investigados.
O método de Dinamica Molecular tornou-se popular e
poderoso para o estudo de bicamadas lipidicas e proteinas
de membrana na ultima década devido aos avangos
nas areas de software e hardware. Entretanto, algumas
simula¢des de Dinamica Molecular deste tipo de sistema
podem envolver um numero elevado de atomos, o que
resulta em tempos de simulagdo muito altos, o que €
altamente indesejavel na fase de equilibracao do sistema.

Neste trabalho apresentamos o desenvolvimento de
um script cuja finalidade ¢ inserir proteinas de membrana
em bicamadas lipidicas causando a minima perturbagao
possivel, de modo a minimizar o tempo de simulagdo
necessario para o reestabelecimento do estado de
equilibrio do sistema. O método foi aplicado na insercao
do peptideo de fusdo da proteina E do virus da dengue em
bicamadas puras e mistas. Os resultados obtidos apontam
minima perturbacdo na bicamada devido ao processo de
inser¢do do peptideo.

O método desenvolvido foi desenvolvido baseado
nas ideias contidas no trabalho de Christian Kandtl,
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com a diferenca de que em nosso caso nao sio retiradas
moléculas de fosfolipidos da bicamada no processo. Isso
¢ particularmente conveniente em simulagdes onde ¢
calculado o perfil de energia livre por um caminho de
reacdo usando a técnica de multiplas janelas, ja que as
diversas janelas criadas pelo nosso método apresentam
o mesmo numero de fosfolipidios. Sao apresentados
alguns sistemas gerados e resultados da comparacdo de
propriedades fisico-quimicas das bicamadas equilibradas
usadas como entrada do script e as bicamadas geradas
com a proteina ja inserida no sistema.

Métodos

Como a finalidade do script ¢ gerar diferentes
janelas para simulagdes de perfil de energia livre
por um caminho de reacdo, a dinadmica de seu
funcionamento consiste na geragdo, a partir de
uma configuracdo inicial, de configuragdes onde
a distancia entre dois grupos de atomos assumem
diferentes valores consecutivos. No caso do sistema
estudado nesse trabalho o caminho de reacdo ¢
a distancia em z entre o centro de massa (CM) do
peptideo e o centro de massa da bicamada. A seguir
descrevemos com detalhes cada etapa do método:

1. Movimenta o peptideo até a posi¢do definida
para a janela em questdo

2. Verifica se a distancia z entre o CM do
peptideo e da bicamada é maior que um
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determinado valor definido pelo usuario.

Se for, salva a configuragdo e passa para a
proxima janela, se ndo, segue para as proximas
etapas na mesma janela.

3. Calcula a coordenada x do centro geométrico
do peptideo e define duas bandas na bicamada
selecionando moléculas de fosfolipideos cujos
atomos de fosforo possuem coordenada x
maior ou menor que esse valor.

4. Calcula as dimensdes do peptideo na dire¢ao
x ¢ desloca as bandas definidas no passo 3
nessa direcao de modo a criar uma a abertura
com o tamanho do peptideo.

5. Inicia a sequéncia de “fechamento” da
bicamada onde em cada passo a abertura criada
¢ diminuida de uma distancia determinada
pelo usuario seguida por uma simulacio de
minimizagdo de energia para dissipar possiveis
superposi¢des de atomos.

6. O fechamento para quando o RMSD entre a
posi¢do original e atual dos atomos de fosforo
¢ minima, o que significa que a bicamada
retornou a conformagdo mais proxima da
original possivel.

7. Salva a configuragdo obtida e passa para a
proxima janela.

Detalhes Computacionais

A linguagem utilizada no script foi o tcl e sua
execugdo ¢ feita pelo software Visual Molecular
Dynamics (VMD)2. Como as simula¢gdes dos
sistemas gerados serdo realizadas utilizando o
programa NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics
program)?, o scritp trabalha com arquivos dos tipos
pdb ¢ psf.

Nos  resultados  apresentados  utilizamos
bicamadas lipidicas em solu¢do aquosa compostas
por lipideos de POPC (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-
Colina) (bicamada pura) e por lipideos de POPC
e POPG (Palmitoil-Oleil-Fosfatidil-Glicerol) na
proporcdo 4:1 (bicamada mista). Inserimos nessas
bicamadas uma sequéncia de aminoacidos da
proteina E do virus da dengue do residuo 98 até o
residuo 110, conhecido como peptideo de fusdo, que
contem a seguinte sequéncia de aminoacidos D R G
WGNGCGLFGK.
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O Perfil de Densidade de Massa fornece informagdes
sobre a espessura da bicamada ¢ a posi¢do média de
moléculas especificas como a agua, proteina, grupos
que compdem os lipidios, etc, para isso usamos o plugin
Density Profile do VMD*.

Resultados e Discussdo

Os arquivos de entrada para o script (bicamadas
lipidicas solvatadas) foram gerados no site do CHARMM-
GUI’® com a ferramenta Membrane Builder’®. Geramos
dois sistemas para nossas simula¢des: a bicamada pura
contém 288 moléculas de POPC e a mista contendo
240 moléculas de POPC e 60 moléculas de POPG. As
bicamadas foram posicionadas de modo que o eixo
normal ao seu plano coincidisse com o €ixo z.

As bicamadas foram solvatadas com moléculas de
agua suficientes para gerar camadas de aproximadamente
80 A de cada lado. A seguir, foi adicionado ao sistema o
peptideo de modo que a menor distancia entre qualquer
um de seus atomos e a posicdo média dos atomos de
fosforo dos fosfolipidios mais préximos fosse 20 A.
Esses sistemas contendo a bicamada (pura ou mista), as
camadas de 4agua e o peptideo posicionado na solucao
foram utilizados como arquivos de entrada para o script.
Aplicamos o script para a geragdo de 60 janelas que
diferiram na distancia do peptideo ao centro da bicamada.
Selecionamos trés dessas configuragdes, para cada
composicao da bicamada, para realizarmos as analises
apresentadas neste trabalho, sendo que em cada uma delas
o peptideo ocupa ambientes fisico-quimicos distintos: no
sistema 1 o peptideo esta na solugdo, com seu centro de
massa a uma distancia em z de aproximadamente 50 A do
centro da bicamada, no sistema 2 o peptideo se localiza
na interface dgua/bicamada estando seu centro de massa
a aproximadamente 20 A do centro da bicamada e no
sistema 3 o peptideo estd completamente inserido na
bicamada com o centro de massa coincidindo com o
centro da bicamada.

Na figura 1 apresentamos os sistemas gerados com a
bicamada pura e na figura 2 os sistemas gerados com a
bicamada mista. As moléculas de dgua estdo representadas
como uma superficie roxa, o peptideo representado
em licorice e com os residuos coloridos conforme sua
natureza fisica, em azul e vermelho residuos com carga
positiva ou negativa, respectivamente, em verde os
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polares e em branco os hidrofobicos. Na bicamada, os
grupos acilicos das moléculas de POPC estao coloridos
em ciano e das de POPG em vermelho, nas regido
polar os atomos de fosforo sdo as esferas marrons,
os nitrogénios esferas azuis e os oxigénios esferas
vermelhas. Observamos que em todos os casos o peptideo
esta inserido adequadamente na bicamada sem alteragoes
conformacionais significativas tanto no peptideo como
na bicamada. Ndo observamos superposi¢des severas
que podem levar, quando da simulagdo desses sistemas, a
valores de energia que possam desestabiliza-los.

A figura 3 mostra o RMSD entre as posi¢des dos
atomos de fosforo da conformagdo original e cada
etapa do processo de fechamento da bicamada descrito
nos itens 5 e 6 da secdo de métodos. Nas configuragoes
analisadas nesse trabalho esse processo aconteceu
apenas para os sistemas 2 e 3. Observa-se na figura
que os sistemas 2 (linha preta) e 3 (linha verde) da
bicamada pura apresentam resultados semelhantes
com o valor minimo para o RMSD por volta de 0,5
A. O mesmo acontece para os sistemas contendo a
bicamada mista, como podemos verificar na figura, os

Figura 1. Sistemas gerados com a bicamada de POPC utilizando o
método desenvolvido: (a) com o peptideo localizado na solugdo. (b)
com o peptideo localizado na interface agua/bicamada. (c) com o
peptideo localizado no interior da bicamada.
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Figura 2. Sistemas gerados com a bicamada de POPC e POPG
utilizando o método desenvolvido: (a) com o peptideo localizado na
solugdo. (b) com o peptideo localizado na interface agua/bicamada. (c)
com o peptideo localizado no interior da bicamada.
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sistemas 2 (linha vermelha) e 3 (linha azul) apresentam
valor minimo de RMSD em torno de 0,1 A alcancado
com menos passos. Esses valores de RMSD menores
que 1 A apontam que em ambos os casos (bicamada
pura e simples) a configuracdo estrutural da bicamada
obtida apds o processo de inser¢do do peptideo ¢
muito préxima da observada na bicamada original que
estava equilibrada. Assim, os sistemas gerados pelo
nosso método irdo requerer muito menos tempo de
equilibragdo que sistemas gerados por métodos onde
se exclui grande quantidade de fosfolipideos para a
inser¢do da proteina.

Por meio de uma varredura ao longo do eixo
z (perpendicular a membrana) pode-se calcular a
densidade de massa referente as moléculas de interesse
em cada ponto do sistema, este mapeamento fornece o
Perfil de Densidade de Massa. Com isso, ¢ possivel
determinar a regido média ocupada pelo solvente, pela
bicamada ¢ pela proteina, além de permitir estimar a
espessura média da bicamada.
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Figura 3. RMSD entre as posi¢des dos atomos de fosforo da bicamada
original e a bicamada no processo de fechamento apos a inser¢do do
peptideo. Sdo apresentados os resultados apenas para sistemas onde
foi necessario abrir a bicamada para a inser¢ao do peptideo, no caso
os sistemas 2 e 3 das bicamadas pura e mista. As linhas preta e verde
representam os sistemas 2 e 3 da bicamada pura, respectivamente. As
linhas vermelha e azul representam os sitemas 2 ¢ 3 da bicamada mista.

288  Revista Processos Quimicos

Os graficos do Perfil de Densidade de Massa (PDM)
dos sistemas contendo bicamada de POPC (bicamada
pura) e de POPC com POPG (bicamada mista)
sdo mostrados nas figuras 4 e 5, respectivamente.
Analisando as linhas vermelhas (PDM dos
fosfolipideos) ¢ azuis (PDM do grupo fosfato) de
todos os graficos observamos que ambas as bicamadas
apresentam uma espessura média em torno de 40 A
mesmo apdés o processo de abertura e fechamento
para a insercdo do peptideo. Isso mostra que o método
aqui descrito perturba muito pouco as bicamadas com
relagdo a sua espessura. Observando as linhas verdes
vemos onde o peptideo se localiza, em média, em cada
sistema. O PDM da agua indica coexisténcia com
a regido polar da bicamada na interface e ¢ nulo na
regido no centro da membrana, como esperado.

Conclus@o

A partir dos resultados e discussdes realizadas acima,
podemos concluir que o método proposto e o script
implementado sdo eficientes para a inser¢do de proteinas
em bicamadas lipidicas causando a minima perturbagao
possivel. O RMSD calculado mostra que a diferenga
entre as posi¢cdes dos atomos de referéncia (fosforos)
da bicamada original e da bicamada gerada ficou abaixo
de 1 A, com convergéncia mais rapida para a bicamada
mista (POPC/POPG).

Através do grafico do Perfil de Densidade de Massa
observamos que a espessura da bicamada fica em torno
de 40 A em todos os sistemas, o que mostra que o método
de insercdo da proteina pouco altera a estrutura da
bicamada. O PDM também nos mostra que nosso método
também causa baixo ou nenhum impacto na solvatagdo
da bicamada, ja que a distribuicdo das moléculas de dgua
permanece inalterada depois do processo de fechamento
da bicamada.

Perpectivas Futuras

Os proximos passos serdo a execugdo de simulagdes
de Dinamica Molecular dos sistemas gerados para o
monitoramento de propriedades fisico-quimicas da
bicamada como area por lipideo, PDM e parametro de
ordem. Observaremos quanto tempo de simulagdo sera
necessario para alcangarmos valores de referéncia e
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Figura 4. Perfil de Densidade de Massa (PDM) da bicamada pura de
POPC em relagdo ao eixo z, onde em (a), (b), (¢) e (d) a linha preta
representa a agua, a linha azul os grupos fosfato dos fosfolipideos, a
linha vermelha o POPC e a verde o peptideo.
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Figura 5. Perfil de Densidade de Massa (PDM) da bicamada mista
de POPC e POPG em relag@o ao eixo z, onde em (a), (b), (c) e (d)
a linha preta representa a agua, a linha azul os grupos fosfato dos
fosfolipideos, a linha vermelha o POPC ou POPG e a verde o peptideo.
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compararemos esses tempos com tempos obtidos a partir
de simulag¢des com sistemas gerados por outros métodos.
Com isso teremos base para comparac¢ao de nosso método
com outros ja estabelecidos.
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