AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao Joseé do Rio Preto

Mirian Elisa Rodrigues Guerra

Investigacdo do modo de agédo independente de receptores do endocanabindide

anandamida por dindmica molecular

Sao José do Rio Preto
2019



Mirian Elisa Rodrigues Guerra

Investigacdo do modo de acéo independente de receptores do endocanabindide

anandamida por dinamica molecular

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencéo do titulo de Doutora em Biofisica Molecular,
junto ao Programa de Pdés-Graduacdo em Biofisica
Molecular do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CNPQ

Orientador: Prof. Dr. José Roberto Ruggiero

Co-orientador: Prof. Dr. Jorge Chahine

Sao José do Rio Preto
2019



Guerra, Mirian Elisa Rodrigues
Go34i Investigagéo do modo de acéo independente de receptores do
endocanabindide anandamida por dindmica molecular / Mirian Elisa
Rodrigues Guerra. -- Sdo José do Rio Preto, 2019

138 p. : il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara, Sao José do Rio Preto

Orientador: José Roberto Ruggiero

Coorientador: Jorge Chahine

1. Biofisica Molecular. 2. Anandamida. 3. Dinamica Molecular. 4. Perfil de

Pressdo Lateral. 5. Umbrella Sampling. I. Titulo.

Sistema de geragéo automatica de fichas catalogréaficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Mirian Elisa Rodrigues Guerra

Investigacdo do modo de acdo independente de receptores do

endocanabindide anandamida por dindmica molecular

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencéo do titulo de Doutora em Biofisica Molecular,
junto ao Programa de Pds-Graduagdo em Biofisica
Molecular do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CNPQ

Comissao Examinadora

Prof. Dr. José Roberto Ruggiero
UNESP — S&o José do Rio Preto
Orientador

Prof. Dr. Manoel de Arcisio Miranda Filho
UNIFESP — Séao Paulo

Prof. Dr. Pedro Pascutti.
UFRJ — Rio de Janeiro

Prof. Dr. Ronaldo Junio de Oliveira
UFTM — Uberaba

Prof. Dr. Alexandre Suméan de Araujo
UNESP — S&o José do Rio Preto

Sao José do Rio Preto
15 de marco de 2019



Agradecimentos

Ao meu querido professor, orientador e amigo Prof. Dr. José Ruggiero, que desde 2006
estd presente em minha vida transmitindo seus conhecimentos com muita dedicacéo e carinho.
Ao meu igualmente querido co-orientador Prof. Dr. Jorge Chahine pelos conhecimentos e pelo
ombro amigo oferecido sempre que precisei.

A Dr. Marcia Perez dos Santos Cabrera que me acompanhou desde o mestrado até o
inicio do doutorado, a qual tenho muita gratidao, foi quem me iniciou no caminho da pesquisa
com muita paciéncia e dedicacao.

Aos meus amigos e também técnicos do departamento de fisica: Barbosa, Bruno e
Marcelino (in memoriam).

Aos amigos da Unilago e da Unesp, que me ouviram e me aconselharam durante estes
quatro anos.

A minha familia que me forneceu o suporte emocional necesséario para vencer essa
batalha, em especial ao meu amado pai Lucas, que mesmo nao estando mais ao meu lado, me
ajudou sempre que necessitei, sinto sua falta.

A Cnpq pelo suporte financeiro.



Resumo

A anandamida é uma molécula anfipatica que tem papel fundamental nas funcgdes
neurofisioldgicas, sendo o agonista enddgeno dos receptores canabindides conhecidos como
CB1 e CB2, os mesmos receptores dos compostos psicoativos da Cannabis sativa. Estudos
mostram que a anandamida é capaz de realizar suas fungdes neurofisiol6gicas mesmo com seus
receptores inativos, sugerindo uma atuacdo independente de receptores. Essa hipotese aliada
com a teoria dos lipidios sugere que a anandamida interaja com os fosfolipidios alterando suas
propriedades elasticas que levam a uma abertura ou fechamento das proteinas de membrana
que sdo responsaveis por seu efeito bioldgico. As propriedades elasticas de uma bicamada
lipidica podem ser associadas com seu perfil de pressdo lateral, dessa forma, para obtermos
informacdes a respeito do modo de acdo independente de receptor investigamos como a
anandamida particiona em uma bicamada de DOPC e quais propriedades estruturais e elasticas
sdo alteradas por ela. Os resultados mostraram que a preferéncia do AEA é particionar na
bicamada com seus grupos hidrofilicos voltados para a fase aquosa, na posicao préxima ao
grupo fosfato e éster e mantendo uma estrutura preferencial estendida, onde sua cauda acilica
fica protegida das moléculas de &gua no nucleo hidrofébico da bicamada. A crescente
concentracdo de AEA ndo é capaz de alterar significantemente propriedades da membrana
como, espessura, area por lipidio e parametro de ordem, porém altera significantemente o perfil
de pressdo lateral e seus parametros elasticos, representados pelos momentos da pressdo lateral.
Para compreender se a crescente concentracdo de AEA ¢ suficiente para fazer uma proteina
transitar do seu estado ativo para o inativo, e vice versa, dois modelos foram utilizados, a
inclinacdo cooperativa e Hélice dobrada. Os resultados em ambos modelos mostram que a AEA
tem capacidade de ativacdo das proteinas de membrana, sendo que na concentracdo aproximada

de 1,7 mol% de AEA ¢é capaz de ativar todas as proteinas.

Palavras-Chave: biofisica molecular, anandamida, pressdo lateral, dindmica molecular,

umbrella sampling.



Abstract

Anandamide is an amphipathic molecule that plays a fundamental role in
neurophysiological functions, being the endogenous agonist of the cannabinoid receptors
known as CB1 and CB2, the same receptors of the psychoactive compounds of Cannabis sativa.
Studies show that anandamide is able to perform its neurophysiological functions even with its
inactive receptors, suggesting an independent performance of receptors. This hypothesis allied
with the lipid theory suggests that anandamide interacts with the phospholipids by altering its
elastic properties that lead to an opening or closing of the membrane proteins that are
responsible for its biological effect. The elastic properties of a lipid bilayer can be associated
with its lateral pressure profile, so, to obtain information about the receptor-independent mode
of action, we investigated how anandamide partitions in a DOPC bilayer and which structural
and elastic properties are altered for her. The results showed that the AEA preference is to
partition the bilayer with its hydrophilic groups facing the aqueous phase, in the position close
to the phosphate and ester group and maintaining an extended preferred structure, where its
acrylic tail is protected from the water molecules in the hydrophobic core of the bilayer. The
increasing concentration of AEA is not capable of significantly changing membrane properties
such as thickness, area by lipid and order parameter, but it significantly alters the lateral
pressure profile and its elastic parameters, represented by lateral pressure moments. To
understand if the increasing concentration of AEA is sufficient to make a protein transit from
its active to inactive state, and vice versa, two models were used, the cooperative slope and
folded propeller. The results in both models show that the AEA has the ability to activate the
membrane proteins, and in the approximate concentration of 1.7 mol% of AEA is able to

activate all proteins.

Keywords: molecular biophysics, anandamide, AEA, lateral pressure, molecular dynamics,

umbrella sampling.



Lista de Tabelas

Tabela 1. Especifica¢des das simulacGes realizadas nesse trabalho............cccocevviiiiiinnnne 61
Tabela 2. Caracteristicas estruturais da anandamida simuladas em &gua, Rg é o raio de giro da
molécula, AAS é a area acessivel ao solvente, dnc, € a distancia média entre o atomo de
nitrogénio da AEA ao carbono terminal da cauda, e doc é a distancia media entre o primeiro
atomo de oxigénio da cabeca do AEA com seu carbono terminal. ...........ccccceverenevennsnnnnne 64
Tabela 3. Nomenclatura dos angulos diedrais analisados para determinacdo da estrutura da
AEA, estes atomos estdo mostrados Na figura 15...........cccovveeiiiie e 66
Tabela 4. Porcentagens das estruturas encontradas na simulacdo da anandamida em agua. No
ambiente aquoso 40,2% das estruturas estdo na conformacdo em U, seguida de 23,4% na
estruturagdo em J, 13,5% na conformacdo em H e 9% na conformacdo I. Uma imagem
representativa das estruturas estdo mostradas na terceira Coluna. ..........cccoceeeeevevvevesiesnennne 67
Tabela 5. Comparacao entre os resultados de analise de clusters (uma estrutura tipica) obtidos
da simulacdo em &gua, e 0s obtidos na referéncia [172]. ......cccovoereeiiiineiie e 68
Tabela 6. Propriedades estruturais da anandamida simuladas em &gua e da simulacéo da janela
46 da Umbrella Sampling (janela que representa a posicdo de minima energia), onde Rg é o
raio de giro da molécula, AAS ¢é a area acessivel ao solvente, dn-c, € a distancia média entre o
atomo de nitrogénio da AEA ao carbono terminal da cauda, e do-c € a distancia média entre o
primeiro &tomo de oxigénio da cabeca do AEA com seu carbono terminal. .............cccccoveeee. 72
Tabela 7. Porcentagens das estruturas encontradas na simulacdo da janela 46 da US. Nessa
janela a molécula de anandamida se encontra completamente inserida dentro da bicamada
fosfolipidica, a estrutura mais presente € a estendida, compreendendo 38,4%, seguida da
estruturacdo em J, compreende 27,4%, e 18,1% da estrutura em U e 7,7% da conformacéo em
H. Uma imagem representativa das estruturas estdo mostradas na terceira coluna. ................ 73

Tabela 8. Avaliacdo dos sinais dos pares de angulos diedrais para as conformages estendida,

Tabela 9. Comparacdo entre os dados obtidos na janela 46 da US e os da referéncia [174]. Os

dados se referem a porcentagem de estruturas encontradas nos 70ns de simulacgéo da janela 46.

Tabela 10. Valores médios das minimas distancias entre os grupos do DOPC, colina (COL),
fosfato (FOS), glicerol (GLI) e éster (EST) e &gua e grupos da anandamida CH20OH e NH, para
AJANEIA A6 da US. ... ..o ettt nre e re e e 79



Tabela 11. Ligacdes de hidrogénio entre 0 DOPC e seus grupos com a agua e com a AEA e
seus grupos. A primeira parte da tabela mostra o valor absoluto médio de liga¢des de hidrogénio
em cada frame, na parte de baixo da tabela, a porcentagem destas ligacdes dividas pelos grupos
do DOPC e AEA. Em parénteses estd mostrado a quantidade media de ligagdes de hidrogénio
feitas por cada molécula de DOPC com a &gua, ou seja, a razdo entre o valor absoluto de
ligacGes de hidrogénio pela quantidade de moléculas de DOPC ...........cccocooiiiiineneiciencnns 79
Tabela 12. Dados de espessura da membrana (d) e area por lipidio (ApL) para a simulacdo de
DOPC € 05 resultad0s da HEEIratUra. .........cceierieiiiiiiiieiee et 86
Tabela 13. Resultados da anélise de estruturas para as simulagdes de equilibrio, os resultados
obtidos na US e pela literatura estdo mostrados para facilitar comparagoes. ...........cc.cvvvruenne. 90
Tabela 14. Valores médios de minima distancia entre o grupo CH20H da anandamida, com 0s
grupos do DOPC, para as diferentes simulac6es de equilibrio............ccccocvveiieiicc i, 93
Tabela 15. LigacGes de hidrogénio entre 0 DOPC, AEA e dgua para as simulac6es de equilibrio
com diferentes concentragOes de anandamida. Os resultados mostrados estdo normalizados pela
quantidade de moléculas por MONOCAMAUA. ..........ccveiieiiieieiiere e 96
Tabela 16. Porcentagens médias de ligacdes de hidrogénio por frame para os grupos do DOPC
e AEA entre si e com a agua. Os valores mostrados na tabela foram obtidos a partir da tabela
< SRS 97
Tabela 17. Valores do primeiro e segundo momento, M1 e M2, respectivamente para as
simulacdes com diferentes concentracfes de AEA. ..o 104
Tabela 18. Valores do pardmetro alfa para as simulacdes de equilibrio com diferentes
quantidades de anandamida. Estes resultados foram obtidos para o método Inclinacdo

cooperativa e hélices dobradas. A Gltima coluna se refere a relevancia do valor obtido. ...... 106



Lista de Figuras

Figura 1: Estrutura quimica dos principais compostos canabindides. (modificado de (8))....17
Figura 2: Representacédo da estrutura tridimensional do receptor CB1 inserido no PDB com o
codigo 5TGZ, em azul as hélices, em pink folhas betas e em salmdo as voltas....................... 18
Figura 3: Estrutura quimica da molécula anandamida e do 2-AG [25] ......cccvvvevveveiiecieenne 20
Figura 4: Esquema do mecanismo de acéo retrogrado da anandamida, modificada da ref. [49].
Em (1) a sintese de endocanabindide pelo neurbnio pds-sinaptico, (2) a ligacdo da anandamida
ao receptor canabindide CB1 no neurénio pré-sindptico — restricdo da atividade neuronal, (3) a
captacdo da AEA na fenda sindptica no neurbnio pos-sinaptico e (4) degradacdo da AEA pela
N o PP 22
Figura 5: Exemplo da pressdo lateral em uma bicamada modelo e homogénea, retirada e
modificada de [73]. A pressdo lateral em uma bicamada nédo é uniforme, seu comportamento
pode ser sintetizado em trés regides. Na regido das cabecas fosfolipidicas surge um pico
positivo de pressao referente a repulsdo eletrostatica desses grupos. Na regido interfacial entre
a regido hidrofdbica e aquosa surge um pico negativo de pressao referente a diminuicdo da area
para evitar que moléculas de dgua passem para o nucleo hidrofébico. Nas cadeias acilicas surge
um pico positivo referente a mobilidade das cadeias e seu volume excluido. ..............c..c....... 24
Figura 6: llustracdo da distribuicdo de presséo para a bicamada de DOPC medida pelas sondas
de pireno (centro) [89] e calculadas em simula¢Bes atomisticas (direita) [91]. O desenho
mostrando o uso das sondas de pireno foi adaptado da referéncia (esquerda) [90]. O resultado
experimental se refere somente a regido das cadeias acilicas, referente a posi¢do aproximada de
-1 a Imn no perfil da PL obtida pela DM. Os resultados sdo quantativamente equivalentes,
porém restri¢cfes do uso da sonda impedem a obtencédo de valores de pressao...........cc.cveuveens 27
Figura 7: Curvatura de uma monocamada lipidica com as curvaturas principais c1=1/R1 e
c2=1/R2. A curvatura média é ¢ = c1 + c2 e a curvatura gaussiana é dada por c¢G2 = clc2.
lustracdo retirada da refer@nCia [94]. . ..cocoveereie e 28
Figura 8: a) exemplo representativo de como ocorre a pressdo lateral em uma bicamada
lipidica, a direita da proteina de membrana temos a representacédo dos fosfolipidios, e a esquerda
0 comprimento e a direcdo das setas indicam a magnitude e o sinal da pressdo lateral da
membrana atuando na proteina. B) O gréafico correspondente da pressao lateral p(z) onde a linha

tracejada corresponde a p=0. ¢) Uma fatia da proteina de membrana em dois diferentes estados



aberto (op) e fechado (cl). d) Gréfico da &rea A da secdo transversal da proteina em funcao da
PrOTUNAIOAOE Z. ...ttt sb bbb 31
Figura 9: Representacdo do estiramento da ligacdo covalente (esquerda), e o potencial de
estiramento (direita) para a ligacao Nitrogenio-Hidrogenio (N-H).........ccccoooviveiiiie i, 35
Figura 10: Principio da vibracdo angular (esquerda) e seu respectivo potencial (direita) para os
angulos da lIgAGAO N-H. ..o s 36
Figura 11: Principio dos angulos diedrais proprios a esquerda e o potencial a direita. .......... 37
Figura 12: Estrutura tetraédrica do carbono a (§ é o angulo entre os planos i,j,k € j.k.1). ...... 37
Figura 13: Esquema bidimensional das CondicGes Periodicas de Contorno. ...........c.cceeeueeee. 39
Figura 14: Geometria e cargas N0 modelo SPC. (134).......cccoiiiiiiiiiiinceee e 46
Figura 15: Estrutura dos compostos utilizados nesse trabalho, em a) anandamida, evidenciando

no circulo azul o grupo CH20H e no vermelho o grupo NH, ambos da cabeca e em b) o DOPC.

Figura 16: O efeito de Kw no método Umbrella Sampling. Para pequenos valores de Kw ocorre
uma amostragem insuficiente dos histogramas, ja para um kw muito grande sdo necessarias
muitas janelas de simulacdo para obter a SODrePOSICAD. .........ccvevveiieiieicseece e 49
Figura 17: Esquematizacdo do modelo de inclinagcdo cooperativa, elucidando do raio da
proteina e 0 angulo de abertura do CaNal . ........covevreieiiiiieiee e 56
Figura 18: Esquematizacdo do modelo das hastes dobradas rigidas, elucidando do raio da
proteina e 0 angulo de abertura do CaNaAL . .......ccceieiiiiiiiie e 57
Figura 19: Configuracdo inicial da simulacdo de equilibrio, em a) imagem lateral e b) vista de
L0 0o TP PR TP 59
Figura 20: Algumas configuracdes iniciais para as janelas da "Umbrella Sampling", em laranja
a representacdo da janela 1, e em azul da janela 85. ..........ccccooevveiiiiiiiccc s 60
Figura 21: Graficos de Energia Potencial para a simulacdo em agua, em a) para o tempo total

de 100ns e b) para o tempo de 50ns, onde a linha vermelha representa o ajuste linear dos dados.

Figura 22: Representacdo do PDB 4AZP, em A) temos o complexo anandamida FABPS5 e as
moléculas de 4gua em vermelho, em B) somente a estrutura cristalografica da anandamida e as
moléculas de 4gua qUE @ SOIVATAM.........c.coiiiiiiii e 65
Figura 23: Perfis de energia livre de Gibbs obtidas pela técnica Umbrella Sampling; As
diferentes curvas sdo devido a diferentes tempos de simulagdes nas janelas, a curva preta, cinza
e cinza claro representam o tempo de 10ns, 50ns e 70ns, respectivamente. .............ccceceveernnene 71

Figura 24: Histogramas das simula¢des da Umbrella Sampling para a simulacéo de 70ns....72



Figura 25: Gréaficos de densidade normalizada, em A) para os DOPC e seus grupos, B)
anandamida e o DOPC e C) para a posicao relativa dos grupos da AEA e os grupos do DOPC.
As cores das curvas representam: em verde o grupo glicina (GLI), em roxo o grupo éster (EST),
em cinza o terminal metil (TER), todos referentes ao DOPC, para a AEA temos que a cor rosa
representa o grupo CH20H, amarelo o grupo NH e bordo o carbono terminal (TER)............ 77
Figura 26: Visualizacdo da anandamida (rosa) proxima a uma molécula de DOPC (cinza). Os
grupos do DOPC estdo representados pelas cores: ciano para a colina (COL), laranja para o
fosfato (FOS), verde para o glicerol (GLI) e roxo para o éster (EST). Os grupos da anandamida
estédo representados por pink para o grupo CH20OH e amarelo para o grupo NH. As linhas
pontilhadas amarelas representam as ligagdes de hidrogénio realizadas entre os grupos. ....... 81
Figura 27: Parametros de controle para a simula¢do de DOPC, em A) energia potencial em
kJ/mol, e B) Temperatura em K, ambas analisadas nos 100 ns segundos de producao. .......... 84
Figura 28: Perfil de densidade para a simulagdo de DOPC em agua, em A) o DOPC, &gua e as
caudas do DOPC, e em B) 0s grupos do DOPC.........ccoeiiiiiiiiinieicsesee s 85
Figura 29: Densidade de massa normalizada de alguns componentes da simulacdo para as
simulacdes com diferentes quantidades de AEA. Em preto, resultados para o0 DOPC, cinza para
0 nucleo hidrofébico do DOPC, representado por suas caudas, em azul a 4gua e em rosa
hachurado a molécula de anandamida. .............cccceieiiiiiieiere e 88
Figura 30: Parametros estruturais da anandamida para as diferentes simulacgdes deste trabalho,
em A) valores para o raio de giro (Rg), b) area acessivel ao solvente (AAS), C) e D) distancia
média entre o nitrogénio e 0 oxigénio, respectivamente com o carbono terminal da AEA. ....89
Figura 31: Densidades normalizadas para os grupos do DOPC e da AEA para as simulagdes
de equilibrio com diferentes quantidades de AEA. As curvas hachuradas se referem aos grupos
(o F: BT Tl b Ta o oI SO PRR 92
Figura 32: Espessura da membrana (d) e area por lipidio (ApL) para as simulacdes de equilibro
com diferentes concentragies de AEA. ... s 94
Figura 33: Parametro de ordem (SCD) das cadeias acilicas do DOPC para as diferentes
concentragdes de anaNdamMIda. ........cocveiiriiiiiiieee e 95
Figura 34: Pressdo normal e lateral para as simulagdes de equilibrio. A linha inteira representa
a pressdo lateral, enquanto a tracejada se refere a pressao normal...........ccccceevevvereiiieieennnns 101
Figura 35: Perfil de pressdo lateral p(z) para as simulagdes de equilibrio com diferentes
QUANTIAAES A& AEA. ...ttt ae e 103

Figura 36: Momentos da presséao lateral. Em preto os valores para M1, e em azul valores para



Figura 37: Fracdo de proteinas ativas por concentragcdo de AEA para 0os modelos propostos por
Cantor, A) Inclinacdo cooperativa, B) Hélices DObradas. .........ccccocovrvvrviiveiieienenesesesnannas 107



Lista de Simbolos e Abreviacoes

i : modulo de curvatura gaussiana

AAS: area acessivel ao solvente

AEA: anandamida

ATB: “Automatic Topology Builder”

Co: CUrvatura espontanea

CcAMP: adenosina ciclica monofosfatada

CBD: canabidiol

CG: “Coarse grained”

DAT: proteina transportadora de dopamina
DM: Dindmica molecular

DOPC: dioleoil fosfatidilcolina

FAAH: enzima amido hidrolase de acido graxo
gA: gramicidinA

GROMACS: “GROningen MAchine for Chemical Simulation”
GROMOS: “Groningen Molecular Simulation”
M1: Primeiro momento da pressao lateral

M2: Segundo momento da pressao lateral
MscL: canais mecanosensitivos

NAPE: N-araquidonoil fosfatidiletanolamina
PL: Presséo lateral

PME: “Particle Mesh Ewvald”

RMSD: “Root Mean Square Desviation”

SNC: Sistema Nervoso Central

SPC: “Simple Point Charge”

TRPV1: receptor transiente vanilloide tipo-1
US: “Umbrella Sampling”

WHAM: “Weighted histogram analysis method”
A®-THC: delta-9-tetrahidrocanabinol

«k: modulo de curvatura da membrana



Sumario

IO 1] (0o (3o Lo USROS 16
1.1 CanabINOIUES ...t 16
1.2 ReCeptoreS CBL € CB2Z ....cccuiiiiiiiiie ettt 17
1.3 ENdocanabiNOIdES ..........ccoeiiiiiieieiie e 19

1.3.1 Anandamida (AEA) ..ot 20
1.4 Mecanismo de sinalizacdo entre os receptores CB1 e CB2e a AEA ............. 21
1.5 Mecanismo de acdo independente de reCeptores .......ccoovveververeriieseeresieseeniens 22
1.6 Efeito da pressdo lateral nas bicamadas lipidicas. ........cc.ccooevviiriennininiiincine 24

1.6.1 Propriedades EIAStICaS. .........ccocuiririieineseee e 28
1.7 ODJEEIVO . ..ttt b 33

2. MateriaiS € MELOTOS ......ccveueriiieieiiiie et 34
2.1 FuncGes potenciais para as interacdes entre atomos 1igados...........c.ccocereereennen. 35
2.2 Func0es potenciais para as interacdes entre atomos ndo ligados..............c......... 38

2.2.1 Potencial tipo Lennard-JONES ...........ccceeveiievieiieiecie e 38

2.2.2 Potencial EIEtrOStAtICO: ...........ooviiriiieiieiee e 38
2.3 Condicdes Periddicas de CONtOINO .......ccccveiveiierieciesieese e 39
2.4 Integracdo das equaces de MOVIMENTO.........ccceeveeieieeie e 40
2.5 Passo do Tempo, SETTLE @ LINCS ..o 41
2.6 Minimizacao de ENErgia ........cccovveiiiieiieeie et 42
2.7 RESLIIGAD & POSIGAD ....o.viviiieiieiieiesee ettt 42
1228 21\ AV SR 43
B8 1 S 43
2.00 ANALISES ...ttt bbbt 43
2.11 TOPOIOGIAS ... eeveeneeee sttt bbbttt b bbbt 46

2.12.Umbrella SAmMPIING ....oc.viiiiieieeese e 47



2.13 Perfil de PreSSA0 LAtEral ...........eeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneennees 50

2.13.1 INCHNAGAOD COOPEIALIVA. .....c.veviviieisiieiieiieie ettt 55
2.13.2 Hastes Rigidas dobradas. ...........cccoeriiiiiiiiiei e 57
2.14 SimulagOes deste Trabalno..........ccoooiiiiiiii 58
3. SIMUIAGAD BM AQUA........oeveieceeieiceeee ettt 62
3.1 CoNfOrmMAaCa0 AEA ... ..ottt 63
3.2 DISCUSSED ...ttt bbbttt ettt 69
4. UMDBrella SAMPING ....c.ooveiieie e e 70
4.1 ConformagBes da AEA.........oo s 72

4.2 Posigdes de EQUITTDIIO ........c.ecveiieiccceee e 76

G B 1 T = T TSR SURRRSRPRN 79

4.4 DISCUSSAD......vevenreneetisteseeseste sttt s et b bt e stk ne et b e bbb e b b e e bt b nn et n b s 81

5. SImulagtes em BiCamMada ........cc.ooveiiriiiiiisieiee e 83
S.L DOPC ... bbb na e et aeete e 83
5.1.1 DENSIAAAE .....c.veviieiiieieeee ettt 85

5.2 BICAMADA 4 AEAS . ...ttt ne e 87
5.2.1 DENSIAAAE .....c.eeviiiiiiieiieiee et 87
5.2.2 CONTOMMAGED ...ttt bbb 89
5.2.3 POSIGAD. ...ttt bbbt 91
5.2.4 Propriedades GIODAIS.............cceiieieeie e 94
5.2.5 INTEIAGOES. ... veeieteetie ettt ettt e et te e e e et e e nrre s 96
5.2.6 DISCUSSED ...ttt sttt n bbb 98

6. PreSSE0 LAtEral.........coiiiiiiieieic s 100
6.1 DISCUSSED .....eveeneenretet ettt b bbb 108
T CONCIUSAD ...t 110

R EIBNCIAS oo, 112



APENDICE A: Energias Potenciais e Temperatura para as simulacdes de Equilibrio.



16

1. Introducao

A Cannabis é uma planta originaria da regi&o central e sul da Asia, cujo género incluem
plantas como a subespécie Cannabis sativa L., conhecida como canhamo, e a Cannabis sativa,
popularmente conhecida como maconha. O canhamo ndo possui efeito psicotrdpico e foi uma
das primeiras plantas a ser cultivada devido a utilidade de suas fibras, podendo ser utilizado na
fabricacdo de cordas, roupas, papel, calcado, telas de pintura e velas. JA a maconha é
mundialmente cultivada devido ao seu efeito psicoativo. [1]

No Brasil, os primeiros resquicios da Cannabis sativa L, vieram nos cordames das
embarcacdes que trouxeram 0s primeiros portugueses, uma vez que o canhamo era uma das
principais fontes de fibras da época. Ja as sementes da maconha surgiram no Brasil por volta
de 1549, trazidas pelos primeiros negros escravos da Africa. Sua utilizagdo recreativa se

disseminou entre os negros e indios brasileiros, que inclusive comecaram a cultiva-la. [2]

1.1 Canabinoides

Mesmo a maconha (Cannabis sativa) sendo uma das drogas mais usadas no mundo,
[3,4] seus compostos bioquimicos, chamados de canabindides, s6 foram descobertos no final
do século 19. O primeiro composto isolado em sua forma pura foi o canabinol [5], sendo
erroneamente assumido como responsavel pelos efeitos psicoativos da planta [3]. O segundo
composto foi extraido em 1963 e foi chamado de canabidiol (CBD) [6] e finalmente em 1964
Gaoni e Mechoulam isolaram o principal composto psicoativo, denominado delta-9-
tetrahidrocanabinol (A%-THC) [7], a estrutura quimica destes compostos estdo mostrados na

figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica dos principais compostos canabinéides. (modificado de (8)).

Até 0 momento, sdo conhecidos mais de 100 fitocanabindides (canabindides extraidos da
planta Canabis sativa), sendo que muitos farmacos foram produzidos baseados nesses
componentes [8]. Exemplos desses farmacos sdo o dronabinol e nabilone, prescritos como
antieméticos e estimulantes de apetite para pacientes com AIDS ou submetidos a quimioterapia
[3]. O nabilone também é utilizado como uma terapia conjunta para o tratamento de dor cronica

associada a fibromialgia e esclerose multipla [9,10].

1.2 Receptores CB1 e CB2

As investigaces moleculares dos compostos canabinoides foram intensificadas apds seus
receptores serem identificados no comeco dos anos 90 [11,12]. Os dois receptores identificados,
denominados CB1 e CB2, sdo encontrados em diferentes tipos celulares, porém sdo
abundantemente expressos em neurdnios e celulas imunes, respectivamente. A figura 2 ilustra

a estrutura do receptor CBL1.
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Figura 2: Representacéo da estrutura tridimensional do receptor CB1 inserido no PDB com o c4digo
5TGZ, em azul as hélices, em pink folhas betas e em salméo as voltas.

Os dois receptores sdo proteinas-G acopladas e sua ativacdo leva a inibicdo da
acumulacdo de adenosina ciclica monofosfatada (CAMP) em células via sua associagdo a
proteinas Gaijo [13,14].

O receptor CB1 é expresso heterogeneamente no sistema nervoso central (SNC).
Reporta-se no cArtex cerebral, hipocampos, substancia nigra e cerebelo, assim como em areas
da medula espinhal, a presenca de altos niveis desse receptor. [15] . Um dos efeitos associados
a ativacao do receptor CB1 é o aumento da ingestao de alimentos, motivo pelo qual a maconha
aumenta a apetite em humanos [16]. A ativagdo do receptor CB1 no SNC também leva a
neuroprotecdo, que é a justificativa para tentativas de explorar a ativacdo do receptor CB1
terapeuticamente no manejo da doenca de Parkinson e esclerose multipla [17,18].

Quando ativado, o receptor CB1 afeta as acOes de neurotransmissores, tais como
acetilcolina, norepinefrina, dopamina, 5-hidroxitripmanina, acido y-aminobutirico, glutamato e

D-aspartato, e modifica os canais de célcio e potassio.
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No entanto, as barreiras ao desenvolvimento de agonistas do receptor CB1 séo suas
propriedades psicoativas socialmente inaceitaveis, bem como as restricdes regulatérias. Por
outro lado, o tratamento bem-sucedido da obesidade via bloqueio do receptor CB1 foi
clinicamente alcancado com o medicamento rimonabanto. Entretanto, devido a um risco
inaceitavel de disturbios psicoldgicos (depressdo e tendéncias suicidas), o rimonabanto nédo
obteve aprovacdo pelo Food and Drug Administration para ser distribuido nos Estados Unidos
e sua distribuicdo foi suspensa pela agéncia de medicamentos europeu. No Brasil seu uso é
permitido, porém controlado pela Anvisa.

O receptor CB2 é expresso principalmente nas células imunes como nos linfécitos,
macrofagos, mastocitos, entre outras [19]. Sua ativacdo nas células imunes alteram a migracdo
das células e leva a imunossupressdo [20]. Como os agonistas do receptor CB2 sdo
imunossupressores, anti-inflamatorios e ndo possuem propriedades psicoativas, estdo sendo
considerados potenciais alvos para a terapia de dor cronica e inflamacgéo, inclusive para
inflamacdes associadas a doencas neurodegenerativas [21]. Porém, para a completa elucidacdo
do complexo papel dos agonistas do receptor CB2 para as respostas imunes demandara ainda

significativo esforco.

1.3 Endocanabindides

Em adic&o aos canabindides derivados da maconha e os canabinoides sintéticos, também
ha os ligantes enddgenos dos receptores CB1 e CB2 [22,23] que foram denominados de
endocanabinoides.

Apbs a identificacdo e clonagem dos receptores canabindides, houve a descoberta do
seu primeiro agonista enddégeno, chamado de anandamida, AEA, em 1992 [22]. Os
endocanabinoides sdo moléculas lipofilicas sintetizadas das membranas fosfolipidica. O AEA
é uma molécula derivada do acido araquiddnico e consiste em um grupo amida conjugada a
uma cadeia araquidonoil (20 carbonos com 4 insatura¢des) [22]. Também em 1992, o segundo
endocanabinoide, denominado 2-AG foi identificado, consistindo em um grupo glicerol
associado a uma cadeia araquidonoil [24], estes dois compostos estdo representados na figura
3.
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Figura 3: Estrutura quimica da molécula anandamida e do 2-AG [25]

A maioria dos estudos do sistema endocanabindide foca nesses dois compostos, AEA e
2-AG, embora recentemente tenham sido descobertos peptideos que interagem com o receptor
CB1, e uma série de derivados de acido araquiddnico que produzem efeitos similares aos dos
endocanabinoides [26]. Esses endocanabinoides, AEA e 2-AG, sdo bem caracterizados na
literatura e possuem propriedades distintas, 0 AEA é um agonista de alta eficiéncia do CB1
enquanto interage muito pouco com o CB2. J& o 2-AG atua como agonista em ambos
receptores, porém com afinidade moderada [27,26]. Esses dois compostos sdo 0s

endocanabindides principais, existindo outros compostos semelhantes [28,29,30,31].

1.3.1 Anandamida (AEA)

A molécula de anandamida é produzida em dois passos envolvendo a N-araquidonulacdo
de um componente da membrana fosfolipidica, a fosfatidiletanolamina, para formar o N-
araquidonoil fosfatidiletanolamina (NAPE) pela enzima N-aciltransferase, seguida da hidrolise
do NAPE por uma fosfolipaseD seletiva para formar N-araquidonoil etanolamina
(anandamida). Os niveis de AEA sdo regulados por sua quebra através da agdo da enzima amido
hidrolase de acido graxo (FAAH) [32,33,34].

Nos ultimos 25 anos, foi mostrado que a AEA tem papel fundamental nas atividades
bioldgicas, tanto no SNC [35,36,37,38] quanto no periférico [39,40,41,42,43]. Essa habilidade

da AEA depende da grande quantidade de receptores com 0s quais a anandamida interage, além
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do CB1 e do CB2, o receptor transiente potencial vanildide-1 (TRPV1), os receptores G-
acoplados 55 (GPR55) e 119 (GPR119) e os receptores proliferadores ativados perissomo
(PPARS).

Estudos tem revelado que a interacdo da anandamida com seus receptores desempenham
varias fungdes dentro do organismo, como a regulacdo do reflexo peristaltico [44], afeta a
capacidade de aprendizado e memorizacdo [45], afeta circuitos neurais intrinsecos do trato

gastrointestinal [46], além das propriedades neuroprotetivas e imunossupressoras [47].

1.4 Mecanismo de sinalizacao entre os receptores CB1 e CB2 e a
AEA

O mecanismo de sinalizacdo endocanabindide no sistema nervoso ocorre via um
mecanismo retrogrado, onde a sintese de anandamida ocorre nos neurénios pds-sinapticos apos
o influxo de célcio e a subsequente ativacdo da fosfolipaseD, que converte uma molécula de
fosfatidiletanolamina em anandamida. A AEA atinge a fenda sinaptica e se acopla ao receptor
CB1 pré-sinaptico, onde sua ativacdo inibe a liberacdo de neurotransmissores através da
supressdo do influxo de calcio. Além do CB1, a anandamida € capaz de ativar outros receptores,
como por exemplo, 0 TRPV1, cuja ativacdo leva a despolarizacdo aumentada das membranas
pds-sinapticas [48].

A ativacdo do CBL1 inicializa uma cascata de sinalizacdes que regula os canais de célcio
e potassio que suprimem a liberacdo dos neurotransmissores [13]. Nesse modelo a sinalizacdo
do endocanabindide modula a eficiéncia da transmissao nervosa facilitando a comunicacao de

neurbnio pds-sinaptico ao pré-sinaptico, como elucidado na Figura 4.
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Figura 4: Esquema do mecanismo de acéo retrogrado da anandamida, modificada da ref. [49].
Em (1) a sintese de endocanabindide pelo neurbnio pos-sinaptico, (2) a ligacdo da anandamida ao
receptor canabindide CB1 no neurbnio pré-sindptico — restricdo da atividade neuronal, (3) a captagéo

da AEA na fenda sinaptica no neurénio pés-sinaptico e (4) degradagéo da AEA pela FAAH.

Desordens no sistema endocanabindide estdo relacionadas a muitas doencas
neuroinflamatdrias como Alzheimer, Parkinson, Huntington, Esclerose multipla e esclerose
amiotrofica lateral [48,50,51,52]. Assim como sua hiperatividade esta associada com desordens

metabolicas e obesidade [53].

1.5 Mecanismo de agdo independente de receptores

Embora seja aceito que o caminho para suas atividades seja através da ligacdo com o0s
receptores endocanabindides ou canais TRP [54,55], AEA e 2-AG podem produzir efeitos que
nédo sdo mediados por esses mecanismos [56,57,58,59,60,61,62].

Em 2001 foi verificado que a anandamida inibe as correntes-T independentemente da
ativacgdo dos receptores CB1/CB2. A AEA se liga e estabiliza preferencialmente os canais-T no
estado inativo e é responsavel por uma diminuicgéo significativa das correntes-T associadas com
as atividades dos neurdnios [56].

Foi mostrado que a anandamida interage com uma variedade de canais de ions
neurotransmissores, como exemplo, os receptores NMD-, serotonina (5-HT3) e 7a nicotinico
acetilcolina na auséncia do receptor CB1 [63]. Seu efeito é de aumentar a corrente induzida no
canal NMDA [64], e inibir as correntes dos canais de serotonina e acetilcolina [65].
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Outros efeitos que ndo sdo mediados por receptores endocanabindides foram encontrados,
como a modulacio das propriedades funcionais de canais de: Ca*2, Na*, varios tipos de canais
de K*, canais de fons como a serotonina tipo 3, acetilcolina nicotinica e receptores de glicina.
Foram encontrados efeitos modulatérios em proteinas de membrana que transportam ions e nas
propriedades funcionais dos receptores das proteinas G acoplados para diferentes tipos de
neurotransmissores e neuropeptidios [66].

As atividades descritas, sao tipicamente as obtidas pela acdo dos receptores canabindides,
porém foram obtidas na sua auséncia, ou mesmo com os receptores bloqueados. Estes efeitos
sugerem que a anandamida possui outro alvo de ligagdo além dos receptores ja conhecidos.

Para entender essa possivel acdo da anandamida sem a interagdo com o0s receptores surgiu
a hipdtese de que a natureza lipofilica da AEA faz com que ela se insira facilmente na membrana
celular, onde se encontram os canais de ions. Ao se inserir ela altera as caracteristicas elésticas
da bicamada lipidica, afetando a compressao dos canais, modulando seu efeito. Essa hipdtese é
conhecida como teoria independente de receptor, e serd o alvo das investigacGes deste trabalho
[57].

Esta teoria é utilizada para explicar o modo de acdo dos analgésicos, sendo discutida a
mais de 20 anos, porém os pesquisadores ainda ndo chegaram a um consenso sobre sua
viabilidade. Recentemente, mostrou-se que a inser¢do da quetamina em bicamadas lipidicas
alteram suas propriedades elasticas e poderiam levar a inativacdo de proteinas
transmembranicas [87].

Resultados recentes reforcam a teoria independente de receptor. Experimentos mostraram
que a incorporacdo de AEA em bicamadas lipidicas reduz a energia livre necessaria para que
ocorra a transi¢do da conformacdo monomeérica para a dimérica em canais de gramicidina A
(gA), alterando muito pouco as propriedades globais da membrana, como sua espessura, area
por lipideo, entre outras [67].

Estudos mostram também que a AEA estimula diretamente os canais BKca, nativamente
expressas nas celulas endoteliais, de maneira independente dos receptores CB, acao essa que €
acompanhada do aumento da atividade do canal, sugerindo uma possivel abertura [68]. Outro
efeito independente é a inibigdo da fungdo da proteina transportadora de dopamina humana
(DAT), aregulacéo negativa da funcdo DAT esta associada a um aumento na expressao de DAT
intracelular, sugerindo que as alteracbes evocadas pela anandamida no trafico de

transportadores modulam em parte a DAT [69].
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Associando estes dados com a teoria das deformacdes elésticas da membrana, é possivel
inferir que a agdo dos endocanabindides pode envolver ajustes locais na interface hidrofobica

lipidio/proteina que seriam responsaveis por seu efeito sem mediacdo de um receptor [67].

1.6 Efeito da presséo lateral nas bicamadas lipidicas.

Para tentar entender quais caracteristicas séo alteradas em uma bicamada lipidica, pela
insercdo de moléculas lipofilicas como o AEA, temos que analisar a alteracdo de propriedades
elasticas da membrana. Estas propriedades elasticas podem ser relacionadas ao perfil de pressao
lateral [70,71].

Em bicamadas lipidicas a pressao lateral ndo é constante em toda sua regido. O excesso
de energia livre interfacial leva a variagdes muito grandes no valor da componente transversal
da pressdao local (pressdo lateral) para distancias relativamente pequenas, sendo, portanto,
fortemente dependente da localizacdo e profundidade da regido interfacial, como mostrado na
figura 5. Com a incorporacdo de solutos ativos na membrana ocorre um aumento da pressdo

nesse faixa que € compensada por uma diminui¢do da pressao na regido das caudas [72].

p(z) bar
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Figura 5: Exemplo da presséo lateral em uma bicamada modelo e homogénea, retirada e modificada
de [73]. A pressao lateral em uma bicamada néo é uniforme, seu comportamento pode ser sintetizado
em trés regides. Na regido das cabecas fosfolipidicas surge um pico positivo de presséo referente a
repulsdo eletrostatica desses grupos. Na regido interfacial entre a regido hidrofobica e aquosa surge
um pico negativo de presséao referente a diminui¢cao da area para evitar que moléculas de 4gua passem
para o nicleo hidrofébico. Nas cadeias acilicas surge um pico positivo referente a mobilidade das

cadeias e seu volume excluido.
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A figura 5 ilustra uma situacéo tipica em uma membrana lipidica. As diferentes intera¢es
ddo origem a uma distribuicdo de pressdo atraves da membrana ndo homogénea, chamada de
perfil de presséo lateral [74,75,76,72,71,77]. Para simplificar, assume-se que o perfil de pressao
computado ao longo da dire¢cdo normal ao plano da bicamada possa ser sintetizado em trés
regides distintas, sendo essa suposi¢do valida para membranas homogéneas ou para um dominio
em que a composi¢do molecular estd homogeneamente distribuida. Na regido polar das cabegas
dos fosfolipidios podemos notar um pico positivo na pressao lateral causada principalmente
pela repulsdo eletrostatica e conflitos estéricos entre seus grupos. Na regido interfacial ocorre
uma mudanca de sinal da presséo lateral, passando a ter um sinal negativo, pois a regido das
caudas hidrofébicas tenta minimizar sua area para evitar entrada de &gua e dos grupos
hidrofilicos da cabeca fosfolipidica gerando, portanto, uma atracdo responsavel por essa
mudanca de sinal. Na regido das caudas dos fosfolipidios aparece um pico positivo devido a
mobilidade das cadeias acilicas, que por volume excluido aumentam a pressdo nessa regiao
[73].

Na pratica, foram encontrados valores de pressao lateral para a regido da cabeca dos
fosfolipidios na faixa de +500 bar, para a regido logo abaixo da cabeca dos fosfolipidios a PL
abaixa para cerca de -1000 bar. Finalmente, na regido dos hidrocarbonetos, no meio da
membrana, a pressao se torna repulsiva com valores proximos a +200 bar.

A mudanca na pressdo préxima a interface membrana-agua (pico positivo) para o pico
negativo ocorre em somente 1nm de distancia, o que significa que ha um gradiente de pressdo
com valores proximos a 1500 bar/nm, esse grande gradiente de pressao pode ter um papel
importante na ativacao de proteinas de membranas [78].

A conexdo entre o perfil de pressao lateral e a funcionalidade das proteinas de membrana
tem sido objeto de estudos a cerca de meio século. Nos primeiros anos da década de 90, Gibson
e Brown [75,76] discutiram o papel da tensdo de curvatura na atividade da rodopsina. Cantor,
no final dos anos 90, formulou modelo coerente e rigoroso conectando a funcionalidade das
proteinas de membrana ao perfil de pressdo lateral [71,70]. Seus calculos analiticos para
sistemas modelo demonstraram que as variag0es no perfil da PL podem ser suficientes para
vencer a barreira de energia entre os estados inativo e ativo, ou vice-versa, levando a ativacao
ou inativacdo de proteinas de membrana que formam canais.

Estas ideias foram usadas por varios outros pesquisadores para interpretar resultados
experimentais. Por exemplo, Perozo [79] encontrou que grandes canais mecanosensitivos
(MscL) podem ser abertos sem pressdo externa, somente adicionando moléculas de

lisofosfatidilcolina assimetricamente em apenas uma das folhas da bicamada. Outros trabalhos
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favorecem a ideia que o perfil de presséo lateral possa estar envolvido na abertura dos canais
MscL [80,81].

Na literatura, foi descrito que a adicao de alcoois de cadeia pequena em uma membrana
resulta na dissociacdo do complexo proteina/membrana (KcsA), e estes resultados também
foram interpretados como modificacdes na PL induzidas pelo alcool [82,83]. Outros resultados
similares foram obtidos para ativacdo da rodopsina [76,84], para a modulagdo do
CTP:fosfocolinacitidiltransferase [85,86] e para a interacdo da quetamina com bicamadas
lipidicas [87].

A presenca de proteinas de membrana, por exemplo da classe que formam canais tipo
MscL, em equilibrio, pressup@e rearranjos moleculares para a equilibragdo das pressdes locais
mutuamente exercidas. Tais rearranjos dependem do tipo de lipideo, composicdo quimica da
cabeca polar, do tamanho das caudas acilicas e do seu pareamento com a parte hidrofébica da
proteina (mismatch), da presenca de insaturagcdes nas caudas, por exemplo [88]. O perfil de
presséo lateral, mais especificamente os seus momentos, sdo correlacionados aos coeficientes
elasticos da membrana. Assim, é interessante conhecer o perfil da PL para os mais variados
tipos de composicdes de fosfolipidios, assim como, dos efeitos da presenca de solutos, para
poder inferir sobre seus efeitos sobre as propriedades da bicamada. Infelizmente a obtencao
experimental desses resultados sao dificeis, pois suas medi¢des devem ser realizadas dentro de
uma membrana em uma escala menor que 1 nm.

Algumas tentativas de obtencdo experimental da PL foram realizadas. Uma delas foi a
utilizacdo de sondas de pireno com diferentes tamanhos para indicar a pressdo em diferentes
regides da cadeia acilica dos fosfolipidios [89,90], o resultado obtido esta mostrado na figura
6.
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Figura 6: llustragdo da distribuicdo de presséo para a bicamada de DOPC medida pelas sondas de
pireno (centro) [89] e calculadas em simulagdes atomisticas (direita) [91]. O desenho mostrando 0 uso
das sondas de pireno foi adaptado da referéncia (esquerda) [90]. O resultado experimental se refere
somente a regido das cadeias acilicas, referente a posicao aproximada de -1 a 1mn no perfil da PL
obtida pela DM. Os resultados sdo quantativamente equivalentes, porém restricdes do uso da sonda
impedem a obtencéo de valores de presséao.

Comparando o resultado experimental, representado na figura 6 como o grafico de barras,
e o resultado da DM, nota-se uma coeréncia entre as caracteristicas das curvas. Ambas possuem
um pico positivo na regido das caudas, que diminui conforme aumenta-se a profundidade na
bicamada, e no centro da membrana ocorre um pico positivo referente a mobilidade dos
carbonos terminais. Embora os resultados tedricos e experimentais estejam em concordancia
quanto a forma da PL, problemas aparecem ao utilizar a sonda, como por exemplo, a obtengéo
de pressoes relativas, dificultando uma comparacdo direta entre experimento e teoria. Outro
problema é o desconhecimento da interferéncia dessas sondas na propria medida, uma vez que,
foram encontradas em simula¢Ges atomisticas que o pireno perturba 0 empacotamento e a
dindmica dos lipidios que estdo proximos as sondas, na escala de poucos nanémetros, porém
seus efeitos na PL ndo foram elucidados [92].

Dadas as dificuldades experimentais para se obter o perfil de pressdo lateral, técnicas
computacionais e teoricas foram aplicadas para complementar experimentos. De fato,
simulacbes computacionais atomisticas e coarse-grained (CG) séo ferramentas para
compreender sistemas membranares com detalhamentos nanoscopicos.

Ancorados na dificuldade de obtencdo experimental da PL, e conscientes da importancia

de responder se a anandamida pode ter acdo independente de receptor, neste trabalho
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investigaremos a AEA através da técnica computacional de dindmica molecular no nivel
atomistico, e obteremos o perfil de pressdo lateral de bicamadas na auséncia e presenca de
soluto, relacionando-as as propriedades elasticas da bicamada e, por meio de modelos para as

proteinas, avaliar a possibilidade de ativacdo ou inativacdo da mesma.
1.6.1 Propriedades Elasticas

Seguindo Helfrich [93], a energia livre por unidade de area de deformacdo de uma
bicamada pode ser escrita como:

Aa 11

1 21
g(cy,62) = EKA (7) + EK(Cl + ¢ — o) + Key 0y

onde Ka é 0 médulo de compressibilidade da area por lipideo, a, Aa é a variacdo da area por
lipideo em relacdo ao valor de equilibrio, k € 0 mddulo de curvatura (bending), c, € a curvatura
esponténea da bicamada, ¢, (=1/R1) e ¢, (= 1/R2) séo as curvaturas principais locais e ¥ € 0
maodulo de curvatura gaussiano.

O primeiro termo € a energia livre devido a compressao/descompresséo por unidade de
area por molécula, enquanto o segundo representa a energia livre elastica para produzir

curvatura na bicamada.

Figura 7: Curvatura de uma monocamada lipidica com as curvaturas principais c1=1/R; e c;=1/Rj. A
curvatura média é ¢ = ¢, + ¢, € a curvatura gaussiana é dada por c;* = c;c,. llustragdo retirada da
referéncia [94].
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Em geral, alguns detalhes dos perfis de pressdes (como a altura dos picos) podem variar
consideravelmente, e estes perfis ndo sdo as caracteristicas mais importantes para a analise das
propriedades elasticas da membrana, as grandezas que podem ser comparadas a estas
propriedades sdo os momentos oriundos da PL.

Os momentos, M1 e M2, da presséo lateral sdo obtidos através da integracao da pressao
lateral no eixo z, paralelo ao vetor normal a bicamada. O primeiro momento da PL pode ser
relacionado com a multiplicagdo do modulo de curvatura, k, com a curvatura espontanea, co.
Da mesma maneira, o segundo momento é igual ao médulo de curvatura gaussiano k.

O médulo de curvatura de uma bicamada «, é considerada como o pardmetro mais
importante para descrever a flexibilidade de membranas no nivel mesoscopico. E uma constante
macroscopica mecanica que descreve a tendéncia de certos materiais resistir a curvatura, no
caso de membranas lipidicas, é definida como a energia requerida para deformar a bicamada de
suac

Curvatura intrinseca para outra curvatura [95]. Devido sua importancia, tem papel
fundamental em muitas situac@es bioldgicas, incluindo na endocitose [96], no trafico através da
membrana [97] e na fusdo da membrana [98]. Além de poder ser calculada teoricamente
utilizando o momento da pressao lateral, x pode ser medido utilizando outras técnicas [99,100],
sendo que os valores para as bicamadas puras, na fase liquido desordenado, variam entre 6-14
x 10°2%). Embora tenha grande importancia, a sua medicao ndo ¢é trivial e muitas medidas foram
realizadas nas Ultimas décadas, porém os valores obtidos geralmente ndo sao consistentes entre
Si.

A curvatura espontanea de uma bicamada, co, pode ser resumida em duas categorias:
assimetria da bicamada e as restri¢@es fisicas [97,101,102,103]. A assimetria da bicamada pode
ser causada pelo formato assimétrico do fosfolipidio [101] com diferentes grupos cabeca e
diferentes quantidades de cadeias acilicas. O formato dos lipidios podem ser sintetizados em
cone, cilindro ou cone invertido [104], que corresponde a valores negativos, zero ou positivos
de curvatura espontanea, respectivamente, A assimetria da bicamada também pode ser
produzida por proteinas que inserem seus residuos hidrofébicos em somente uma folha da
bicamada [105,106]. As restri¢Ges fisicas decorrem da fixacdo de macromoléculas curvadas na
membrana, por exemplo, se uma proteina curvada € suficientemente rigida e expfe sua
superficie de interacdo inclinada em relacéo a bicamada, uma curvatura espontanea é aplicada
[102,105,107,108,109].



30

A definicdo do modulo de curvatura gaussiana x, aparece na geometria diferencial como
0 produto das curvaturas principais c1 e ¢z, sua medicdo é dificil e resultados experimentais séo
raros.

As atividades das proteinas intrinsecas de membrana sdo geralmente influenciadas pela
presenca de pequenos solutos sollveis na membrana (hidrofobicos ou anfifilicos). Essa
modulacdo alostérica geralmente é refletida nas curvas dose resposta: a sensitividade da
atividade das proteinas ao seu afetor principal (agonistas ou concentracdo de substrato, variagao
da voltagem da membrana, luz, etc) varia com a concentracdo aquosa do soluto alostérico. O
mecanismo que influencia esse fenémeno pode ser dividido em dois tipos: o paradigma classico
e o0 independente de receptor.

No cléssico, o soluto interage diretamente nos sitios ativos da proteina, agindo em alguns
casos como ligantes. A especificidade, isto é, a for¢a, alcance e localizagao dessa ligacdo pode
variar grandemente [110]. Ligacdes especificas mais fortes envolvem pontes de hidrogénio ou
atracdo coulombiana, enquanto as ligacdes nao especificas surgem de efeito hidrofobico ou
forcas de dispersdo. Se a relacdo estre os ligantes alostéricos e a atividade das proteinas é
rapidamente medido, mudancas no efeito da curva dose resposta pode sem interpretada em
termos de caracteristicas de ligacdo microscopicas.

Em uma segunda classe de mecanismo, chamados de independentes de receptores, solutos
modulam a atividade das proteinas indiretamente, ou seja, sem ligacdo com as mesmas, mesmo
que fraca. Considere como um exemplo uma proteina intrinsicamente de membrana cuja funcao
dependa de uma transicdo conformacional, a solubilizacdo de uma pequena molécula
hidrofobico ou anfifilica pode alterar a termodinamica e propriedades estruturais da bicamada,
ou podem mudar a conformacdo de equilibrio da proteina e assim modular sua atividade.
Propriedades como o perfil de pressao lateral, curvatura e propriedades elasticas e fluidez da
membrana podem variar com a composic¢do bicamada/soluto tendo grande influéncia na funcéo
das proteinas de membrana. Entretanto, em alguns trabalhos nota-se que a maioria das
propriedades como espessura e parametro de ordem sofrem pequenas mudancas com a alteracao
da concentracdo soluto/proteina, porém sao suficientes para produzir a modulacdo das
proteinas. Uma propriedade capaz de modular estas interacbes seria a pressdo lateral nas
bicamadas, pois é fortemente influenciada pela incorporagéo de solutos ativos, assim como pela
composicdo fosfolipidica, e estd mecanicamente associada em alterar o equilibrio
conformacional de proteinas ou peptideos [70].

Cantor em seu artigo, mostrou com argumentos termodinamicos que moléculas que

particionam na bicamada sdo capazes de aumentar a pressdo lateral na interface favorecendo
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um estado fechado de uma proteina de membrana, porém se ha um aumento da &rea no interior
da membrana, esse favorecia o estado aberto da proteina, a figura 8 mostra uma representacdo
desse modelo [70], os analgésicos foram a classe de substancias mais explorados seguindo esta
argumentacdo [111,112,113,114,72].
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Figura 8: a) exemplo representativo de como ocorre a pressao lateral em uma bicamada lipidica, a
direita da proteina de membrana temos a representacéo dos fosfolipidios, e a esquerda o comprimento
e a direcdo das setas indicam a magnitude e o sinal da presséo lateral da membrana atuando na
proteina. B) O gréafico correspondente da presséo lateral p(z) onde a linha tracejada corresponde a p=0.
¢) Uma fatia da proteina de membrana em dois diferentes estados aberto (op) e fechado (cl). d) Gréfico

da &rea A da secdo transversal da proteina em fun¢éo da profundidade z.
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Para as proteinas denominadas mecanosensitivas (MscL), uma transicdo de estado teria
associada uma variagdo da area da proteina, AA, que por sua vez dependeria da profundidade
dessa proteina na bicamada, associando a espessura da bicamada com o eixo z, teriamos que a
variacao da area da proteina dependeria do eixo z, logo, AA(z).

Cantor mostrou em seu trabalho que ao conhecer a variacao da area, AA(z), e o perfil de
pressao lateral sofrida pela bicamada p(z), seria possivel associar se a insercao de solutos na
bicamada seria capaz de alterar o estado da proteina, abrindo ou fechando um poro na bicamada
[72].

O perfil de pressdo lateral pode ser obtido através de simulagdes computacionais, porém
ha pouca informacdo sobre a variacdo da area das proteinas na (in)ativacdo, dessa maneira,
recorre-se a modelos geométricos para obtencdo da variacdo de area, esses modelos foram
propostos por Cantor [71,72], e vem sendo utilizados para entendimento de muitos sistemas,
como por exemplo a quetamina [87]

Muitas proteinas de membrana possuem dominios que sdo pacotes de a-hélices, onde as
mudancas conformacionais sdao mais resultantes de orientacdes destas hélices, como foi
reportado para o receptor de nicotina [115]. Através dessa concepg¢do Cantor (1999) propds dois
modelos para representar as proteinas transmembranicas que alteram sua conformagéo quando
transitam do estado aberto para o fechado, estes modelos foram chamados de inclinacéo
cooperativa e hastes rigidas dobradas.

Através de argumentacBes geomeétricas, estes modelos conseguem relacionar a variagdo
da area das proteinas de membranas com parametros relativamente simples de serem obtidos,
com isso, facilita a investigacao da influéncia do soluto nas propriedades elasticas da bicamada.
Essa mesma metodologia foi utilizada para estudar o efeito mediado por membrana no
fechamento de canais de ions do anestésico quetamina [87].

Essa mesma metodologia sera aplicada nesse trabalho, a partir do perfil de pressao lateral,
e utilizando os modelos do Cantor, sera investigada a acdo de diferentes concentracdes de

anandamida em um processo de abertura ou fechamento de proteinas transmembranicas.
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1.7 Objetivo

Muitos estudos mostram que diferentes classes de moléculas anfifilicas podem particionar
na bicamada lipidica e regular a fungdo das proteinas de membrana somente alterando as
propriedades fisico-quimicas da bicamada [116,117,118]. Dessa maneira, conhecendo a
caracteristica anfifilica da AEA e utilizando a teoria de Cantor sobre a pressao lateral e a
alteracéo das propriedades da membrana, investigamos 0 mecanismo de agédo independente de
receptores inserindo diferentes concentragdes de AEA na bicamada. Essas propriedades
elasticas sdo obtidas através dos momentos da PL, e associados aos modelos geométricos,
fornecem as informacGes estruturais e energéticas que podem ser correlacionadas as ja
conhecidas atividades da AEA sem receptores.

Dessa forma, para a investigacao alvo dessa tese, algumas perguntas foram formuladas a
respeito da anandamida, sendo elas:

A. Qual deve ser sua estruturacdo em ambientes anfifilicos e anfipaticos para ser
capaz de alterar as propriedades da bicamada?
Seréa que ela particiona em uma bicamada?
Como esta se comporta no interior da membrana?
Quais propriedades ela altera?

Seréa que ela altera a pressao lateral?

nmgo o w

Poderia ela ser capaz de alterar a pressdo de tal forma que resultaria em uma
abertura ou fechamento de proteinas de membrana, explicando assim seus efeitos

sem receptores?

Para responder estas perguntas investigamos 0 modo de acdo da anandamida utilizando
simulacdes por dindmica molecular. Ao total foram realizadas sete simulacdes de equilibrio,
sendo uma em agua e seis em bicamadas de DOPC. As simulacGes em bicamada e agua
responderiam grande parte das perguntas, exceto a particdo em uma bicamada, portanto foi
realizada a técnica computacional denominada “umbrella sampling” (US) para investigar a
particdo da AEA na bicamada através do grafico de energia livre de Gibbs.

Com estas informagdes discutimos um possivel mecanismo de agdo da AEA
independente de receptores, que poderia ser responsavel pela modificagdo de pardmetros
intrinsecos a bicamada (como elasticidade e pressao lateral) sem alterar significativamente suas

propriedades globais, como espessura e area por lipidio.
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2. Materiais e Métodos

A simulacdo por dinamica molecular é uma técnica computacional que gera novas
configuragbes do sistema em estudo por meio da resolucdo das equagbes de movimento
classicas (segunda lei de Newton). A forca resultante sobre cada particula é obtida por meio do
gradiente da funcédo energia potencial total em relacdo as coordenadas da particula sobre a qual
se quer a forca. Integrando o sistema de equacdes de movimento usando algum algoritmo
numerico, podem-se obter as velocidades e posi¢fes de todas as particulas e, portanto, as
trajetorias de cada particula e as configuracbes do sistema compativeis com as condi¢des
desejadas (“ensemble” estatistico).

A dindmica molecular é uma técnica computacional muito utilizada em varias esferas do
conhecimento [119,120,121,122,123,124], em especial para estudos biolégicos tem se
mostrado capaz em predizer e entender modos de a¢do de proteinas e compostos quimicos
[123,124].

Os potenciais classicos sdo representados por fungdes e seus parametros sdo constantes
obtidas de dados experimentais ou mesmo por calculos ab initio. Existem varios conjuntos de
parametros definidos para cada tipo de utilizagdo da DM, chama-se este conjunto de parametros
de campo de forca, e embora cada campo de forca utilize parametrizacdes préprias seus
resultados, em geral, sdo condizentes um com o outro. Nesse trabalho utilizamos o campo de
forca GROMOS96, utilizando os parametros 53A6 [125].

A energia total ou hamiltoniano de um sistema classico € do tipo:
H = Einstica + Epotencial 2.1
A energia cinética é, normalmente, independente das posicdes das particulas ri, depende

somente dos momentos de cada particula, pi, e da massa das N particulas do sistema. A energia

potencial pode ser dividida em 3 termos, como mostra a equagéo 2.2
Epotencial = Eligado + Enﬁo ligado + Eespeciais 2.2

onde o termo Ej;zqq, S€ refere aos termos com ligagoes covalentes, e Eyzgjigado SA0

referentes as forcas que agem a longa e curta distancias para 4tomos ndo ligados
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covalentemente, € Egpeciqis S€ referem as restricoes de posicdes e vinculos em comprimentos

e angulos de ligacao.

2.1 Funcdes potenciais para as interacdes entre atomos ligados

A ligacdo covalente entre dois dtomos €é representada por um potencial quadratico, na

forma do tipo:
1,1 2
Vig(rij) = ;ki,ljg(ri,jz —b{;")?, 2.3

onde k; e be,; sdo constantes referentes as ligacdes entre os atomos i e j, r,; é a distancia
entre 0s atomos i e j em cada instante.
A figura 9 representa o estiramento da ligacdo covalente, e a sua respectiva energia
potencial.
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Figura 9: Representacao do estiramento da ligagcdo covalente (esquerda), e o potencial de estiramento
(direita) para a ligacdo Nitrogenio-Hidrogenio (N-H).

O termo referente as oscilacbes do angulo entre duas ligacbes (adngulo de valéncia),
envolvendo trés atomos i,j e k, sendo um &tomo comum as duas ligacGes, é representado por

um potencial harmdnico, como mostra a equacao:

1 2.4
Vang (@i k) = Ekfj,k(cos 6;k — €0S 0 1)*
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onde ki« € a constante de Hooke para a restitui¢cdo ao angulo de equilibrio, 6., e 8, s&0,
respectivamente, o angulo de equilibrio e o &ngulo instantaneo. A Figura 10 ilustra esse

potencial.

/
401 /'
\

Figura 10: Principio da vibracdo angular (esquerda) e seu respectivo potencial (direita) para os angulos
da ligacéo N-H.

A distribuicao eletrdnica dos &tomos em torno das ligacdes quimicas, além das limitac6es
discutidas anteriormente, tende a inibir (ou penalizar) as rotacGes relativas de atomos separados
por trés ligacBes quimicas consecutivas. O angulo diedral proprio ¢ é o angulo que mede a
rotacdo do plano formado pelos a&tomos j,k,I em relacdo ao plano formado pelos atomos i j,k,
em torno da reta que une os atomos j,e k, como mostrado na figura 11. O termo diedral vem do
fato desse angulo se referir a rotacdo entre dois planos em torno a linha de interseccao dos dois
planos.

A funcdo usualmente utilizada para descrever esse tipo de interacdo, denominada

Potencial torsional proprio, € uma funcao trigonométrica do tipo:

Ve(i 1) = kg1 + cos(es) cos(m,)] 25

na qual, ke € uma medida da barreira de energia para a rotacdo, s € um angulo de
referéncia, usualmente assumido como zero quando o atomo i eclipsa 0 atomo | quando visto
ao longo da linha que une os atomos j e k a partir do lado em que esta o a&tomo i e n representa
a periodicidade, m, € a multiplicidade do angulo torsional diedral e ¢ é o valor do angulo diedral

instanteneo, definido pelos atomos i, j, k e I.



37

2 [ [
so- f | / ! .
|I I| |I I|
= I|I \ \ |I II

J S
o M L LN M L
a al 160 2ra 360
8

Figura 11: Principio dos angulos diedrais proprios a esquerda e o potencial a direita.

Na filosofia do pacote GROMOS trabalha-se com a representacdo atbmica somente para
0s atomos pesados e 0s &tomos de hidrogénio quimicamente ativos. Assim, os a&tomos de
hidrogénio ligados aos atomos de carbono usualmente ndo sdo tratados explicitamente e sim
unidos ao atomo de carbono redefinindo-se para estes a massa, carga e demais parametros. Para
garantir a tetraedricidade do 4&tomo de carbono, contudo, deve-se introduzir um potencial
denominado potencial diedral impréprio. Para isso faz-se uso de uma funcdo quadrética dada
pela equacdo:

1 2.6
Vai(ijr1) = Ekf(fijkl —&p)?

em que &ijk1 € 0 angulo de rotacdo do plano formado pelos atomos i,j,k com o plano
formado pelos atomos j,k,I conforme mostrado na figura 12, £° é o valor de &k, que define a

tetraedricidade perfeita e ks é a constante que calibra a intensidade da interacao.
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Figura 12: Estrutura tetraédrica do carbono a (§ é o angulo entre os planos ij,k e j,k,l).
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2.2 Funcdes potenciais para as interacdes entre atomos nao ligados

Atomos ditos ndo ligados sdo todos os atomos separados por trés ou mais ligacoes
quimicas, mesmo que pertencam a mesma espéecie molecular. As interacfes entre estes &tomos
sdo, em praticamente todos os campos de forcas, representadas por dois tipos de potenciais: o

tipo Lennard-Jones e o potencial eletrostatico de Coulomb.

2.2.1 Potencial tipo Lennard-Jones

Sdo interacdes efetivas somente no curto alcance e que sempre estdo presentes quando
dois atomos se aproximam. O termo -1/r° é atrativo e conhecido como interagdo de Van der
Waals cuja origem, para atomos neutros, vem das flutuacOes instantaneas na distribui¢do
eletronica que geram dipolos elétricos instantdneos que induzem nos atomos ou moléculas
préximas um dipolo induzido, a interacdo entre estes dois dipolos pode ser representada por
uma funcéo desse tipo. O termo 1/r'2é repulsivo e representa, nesse contexto, o principio de

exclusdo de Pauli.

(12) (6)

~ C;; C;j 2.7
Vi (rij) T2 6
i ij

12) g Ci(f) sd0 constantes que dependem dos tipos de pares de atomos

Onde os termos C;;
envolvidos na interagéo, e r;; € a distancia entre os atomos i e j.

Existem outras fungdes que podem representar a interacdo de Van der Waals, porém como
0 segundo termo € a raiz quadrada do primeiro termo, o calculo torna-se muito mais facil para

a equacdo acima, e diminui o tempo computacional.

2.2.2 Potencial Eletrostatico:

A interacdo de Coulomb entre duas particulas é dada por:

qi4; 2.8
ErTij

Vo(rij)=f

1 , .. . A . -z
Sendof = —-— i € gj as cargas dos atomos i € j.e 7;; a distancia entre os dois atomos e &

ey

é a permissividade do meio, usualmente o vacuo, para o qual & =1
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A equacdo acima é utilizada para calcular a energia para todos os &tomos dentro do raio
de corte que é pré-determinado na dinamica; para os atomos que estdo fora desse raio o
tratamento eletrostatico € feito pelo método PME [126].

O raio de corte utilizado neste trabalho foi de 1.2 nm, tanto para as interacbes de

eletrostaticas como para as de van der Waals.

2.3 Condicdes Periodicas de Contorno

Considerando que uma simulacdo eficaz deve incorporar todas as caracteristicas do
sistema de interesse e que o0 objetivo de realizar uma simulagéo é entender o comportamento de
sistemas reais, 0s quais possuem da ordem de 10%%a 10?° particulas, e que nestes sistemas 0
efeito da interacdo das particulas com as paredes do recipiente é desprezivel, utiliza-se o que é
conhecido como “Condig¢des Periddicas de Contorno (CPC)”, que consiste basicamente em
replicar varias vezes o sistema em estudo de forma que ndo haja espagos nao preenchidos entre
as juncles, ou seja, a caixa original € transladada nas trés direcGes espaciais, formando uma

rede, por simplicidade mostrada no plano (figura 13).
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Figura 13: Esquema bidimensional das Condi¢des Periddicas de Contorno.

Nesta técnica, durante a simulacdo, quando um atomo se move na caixa original suas
réplicas se movem igualmente nas caixas imagens. Se certo atomo (i) sai da caixa original, uma
de suas imagens (i) entra pela face oposta, mantendo assim constante o0 nimero de atomos na
caixa original. A utilizacdo das condigdes periodicas de contorno torna necessario o uso de

outra aproximacao chamada de raio de corte, pois, as CPC aumentam significativamente o
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namero de 4&tomos que constituem o sistema em estudo. Consequentemente, hd um aumento no
custo computacional para o célculo das interacGes para os atomos ndo ligados do sistema,
devido ao grande numero de termos que haveria para que este calculo fosse feito. Para diminuir
este custo, usualmente, define-se uma regido na qual, essas interacGes sdo calculadas
diretamente. Essa regido € delimitada por uma esfera de raio r,., denominado raio de corte, que
em geral é utilizado no célculo das intera¢cdes de Coulomb e de Van der Waals. Externamente
a essa regido utiliza-se um tratamento especial para esses calculos, que no caso deste trabalho
é feito utilizando o Particle Mesh Ewald (PME) [127].

O PME (Particle Mesh Ewald), proposto por Tom Darden[126], foi implementado para
aumentar o desempenho, diminuindo o tempo de simulacdo. Nesse método as cargas Sao
atribuidas a uma rede usando interpolacdo por splines. A rede sofre uma transformada de
Fourier com o algoritimo 3D FFT e o termo de energia reciproco é obtido por uma simples
soma sobre a rede no espaco. O termo de energia potencial na rede é calculado pela aplicacdo
da transformacéo de Fourier inversa, e usando os fatores de interpolacdo encontramos a forca
coulombiana em cada atomo. Como esse método mostra-se muito eficiente em termos de
precisdo e velocidade de processamento, estd implementado na maioria dos pacotes

computacionais de dindmica molecular [128].

2.4 Integracao das equacdes de movimento

Para obter a evolugdo temporal do sistema em estudo € necessario realizar a integracao
das equacbes de movimento obtidas da Hamiltoniana do sistema. A técnica numérica para
integragdo das equacgdes de movimento utilizada ¢ conhecida como “Leap Frog” [129]

A férmula do “leapfrog” é obtida a partir da expansdo de Taylor da coordenada

-7 A A
variavel, em torno de (t + ?t) e (t — ?t)

dv; (t) (E) N d?v;(t) (At)z 1 2.9

at \2 atz \2/) 21

At
1% (t+—)=vl(t)+ o

2

Fazendo a expanséo de v; (t - %)e subtraindo-a da equacdo 2.10, tem-se:

- At) B (t At N dv;(t) At 2.10
v"( 2) =l 2) dt




41

dvi(t) _ Fi(xp)

Sabe-se que — =€ fazendo a devida substituicdo na equacéo 2.10:
At At Fi (xl-) 2.11
Ui<t+7)—l7i(t—7>+ m, At

Fazendo a expansdo de x;(t + At)

dx;(t d?x;(t) (At)? 2.12
x;i( )At+ x;(t) (At)
dt dt? 2!

xi(t + At) = xl(t) +

E substituindo a equacdo 2.10 na equacdo 2.12 e desconsiderando os termos de ordem
superior, tem-se:

At
x;(t + At) = x;(t)+v; (t + 7) At 213

Sendo x; a posi¢do do atomo i no instante t, v, a velocidade do atomo i no instante t ¢ At o
incremento de velocidade para o proximo passo.

As equagdes 2.12 e 2.14 sdo calculadas de forma iterativa. No entanto, as velocidades e
as posi¢des ndo sdo calculadas ao mesmo tempo, como consequéncia, as energias cinética e

potencial ndo podem ser calculadas no mesmo instante. Esse problema pode ser contornado

. . , - . . At
calculando-se a velocidade no instante t como a média das velocidades nos instantes (t + 7) e

(-2

2.5 Passo do Tempo, SETTLE e LINCS

E de extrema importancia escolher intervalos de tempo adequados para a utilizacio dos
algoritmos de integracdo, intervalos muito grandes tornam as simulagdes instaveis e intervalos
muito pequenos ndo amostram o espaco de fase suficientemente, além de aumentar o custo
computacional da simulagéo.

Portanto para acelerar as simulacdes sem torna-las instaveis, algumas restricdes sdo
inseridas no sistema. Alguns valores de tamanho de ligacdo e angulos séo forcados a se manter
constante durante a simulacgéo, retirando assim seus graus de liberdade. Os algoritmos de
restri¢des utilizados nesse trabalho sdo o SETTLE [130] e o LINCS [131].

Utilizando a restrigdo podemos utilizar um passo de 2fs para as simulagdes.
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2.6 Minimizacéo de Energia

A funcéo de energia potencial total de um sistema molecular € muito complexa. Ela possui
um ponto de minimo global e varios pontos de minimos locais, nos quais todas as derivadas da
funcdo de energia potencial sdo zero e todas as segundas derivadas sao positivas. Devido ao
elevado numero de graus de liberdade das macromoléculas biologicas, uma exploracédo
completa da superficie multidimensional de energia € impossivel. Uma maneira de explorar
esta superficie se da pelo método de minimizagdo da energia potencial deste sistema, que
consiste basicamente em caminhar pela superficie em estudo na direcdo em que a energia
decresce, de maneira que o sistema € levado para um ponto de minimo local. Este processo é
realizado utilizando-se algoritmos de otimizacdo classicos que consistem na comparagao do
valor da funcdo de energia potencial em dois vetores posicdo consecutivos. O vetor posi¢éo
para 0 passo seguinte é dado por:

ft‘l‘l = ft + Aft 2.14

.
na qual, t é o passo em andlise e AX:¢, inicialmente, uma perturbacdo aleatdria nas

coordenadas que estdo sendo otimizadas. Ha varias maneiras de se determinar o incremento

R
Ax: uma delas é o emprego da primeira derivada da funcdo de energia potencial. Outra
maneira, mais sofisticada, emprega também a segunda derivada da funcdo de energia potencial,
gue melhora bastante a taxa de convergéncia.

Nesse trabalho todas as minimizacGes de energia foram realizadas com o algoritmo de

primeira derivada Steepest Descent. Nesse método o incremento A X+ é tomado na diregio do

gradiente negativo, sem considerar 0S passos anteriores.

2.7 Restricao de Posicao

Nas simulacOes realizadas em agua, apds a minimizacao de energia foi realizado um
procedimento chamado de “Restricdo de Posigdo”. Neste, as moléculas de soluto que
constituem o sistema tém suas posicdes fixas atraveés da aplicacéo de constantes de forcas muito
altas sobre cada um de seus atomos. Tal procedimento é utilizado para relaxacéo do solvente e

para reorientar as moléculas de agua.
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2.8 NVT

Nessa simula¢do mantemos o Numero de moléculas, VVolume e Temperatura constantes
durante a simulacdo. Assim como a minimizacdo de energia e a restricdo de posicdo esse
processo € feito para equilibrar o sistema. Todas as simulacdes realizadas em membranas
passaram por esse processo, é importante, pois como simulamos um sistema heterogéneo é
nessa fase que as moléculas de agua e de fosfolipidios podem se reorientar, seja na direcéo das
cabecas fosfolipidicas, no caso da &gua, ou os fosfolipidios se orientando ao redor da
anandamida.

O acoplamento de temperatura é feito pelo algoritmo V-rescale [132] sem o acoplamento

de pressao. O tempo da simulacédo é de 100 ps.

2.9 NPT

Esse € o0 ensemble onde a producédo da dindmica molecular acontece, mantendo o nimero
de moléculas, a pressao e a temperatura constantes.

A simulacdo foi dividida em duas partes, mesmo ap0s a equilibracdo no sistema NVT, a
simulacdo ainda ndo esta pronta para a coleta de dados, dessa forma simulamos mais alguns
nano segundos para obter a fase de produgdo. O acoplamento de temperatura utilizado foi o
Nose-Hoover [133] e o0 acoplamento de pressédo, Parrinelo-Rahman [134]. Todas as simulacdes

foram realizadas com a temperatura de 300 K.

2.10 Analises

Os resultados oriundos da dindmica molecular foram analisados utilizando as ferramentas
do pacote computacional Gromacs. Outros algoritmos de analise que ndo fazem parte do pacote
computacional foram utilizados e serdo discutidos abaixo.

O raio de giro é realizado pela rotina computacional denominada g_gyrate do pacote
Gromacs, a equacdo utilizada é:

1 2.15
<Zi|ri|2mi> 2
Ry=|—~—
Ximy

Onde m; é a massa do atomo i e r; € a distancia entre o a&tomo i e o centro de massa.
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A érea acessivel ao solvente é uma medida da exposicao de sua molécula ao solvente, foi
calculada utilizando o comando g_sas [135].

A distancia entre os grupos foi calculada através do comando g_dist, essa analise calcula
a distancia entre os centros de massa dos grupos de interesse em cada instante da simulacéo.

Para obter o desvio entre duas estruturas, ou as flutuagdes médias dos atomos durante o
tempo de simulag&o utiliza-se o desvio quadratico médio (RMSD); essa ferramenta nos mostra
como uma estrutura de proteina varia ao longo do tempo de simulacdo em relacéo a estrutura
inicial, mostrando a influéncia do solvente. Ou ainda, permite a comparacao de duas estruturas
iguais submetidas a diferentes processos. A equacdo utilizada para o calculo do RMSD é dada
por:
1, 2.16

Sendo xi e xi® 0s vetores de posic¢ao atdbmicos do a&tomo i em dois instantes distintos.

Essa andlise € utilizada para encontrarmos as configuracdes de anandamida semelhantes
durante a simulacdo e as separarmos em clusters, 0 comando utilizado é o g_cluster [136],
utilizamos um valor de RMSD méximo de 0,25 nm.

A densidade de massa também foi realizada pelo pacote computacional Gromacs, sua
linha de comando é g_density, nela computa-se a densidade parcial dos grupos analisados
através da caixa de simulacdo, nesse trabalho dividimos todas as caixas em 100 fatias e foi
calculada a densidade de massa como uma média de todo o tempo de simulacéo.

As pontes de hidrogénio foram calculadas através do g_hbond. Essa anélise computa e
analisa as ligacOes de hidrogénio de todos os possiveis doadores D (4&tomo eletronegativo que
estd ligado a um hidrogénio) e aceptores A (outro atomo eletronegativo que participa dessa
ligacdo).

Para saber se hd ou ndo uma ligacdo de hidrogénio dois critérios geométricos sao
utilizados: a distancia r entre os &tomos deve ser menor ou igual a 0,35 nm e o angulo (a) entre
eles seja menor ou igual a 30°

r<0,35nm 2.17
a <30° 2.18
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O parametro de ordem das cadeias de carbono do DOPC e da anandamida foi calculado
utilizando a ferramenta g_order [137]. O parametro de ordem pode ser relacionado a
flexibilidade das caudas dos fosfolipidios, sendo obtido de acordo com a equacao:

1
Scp = 5(3 cos?0; — 1) 219

Sendo 6;0 angulo ente o atomo i e 0 vetor normal a membrana, os colchetes representam
a média durante todo o tempo de simulacéo.

Para encontrar os valores de espessura da membrana e area por lipidio foi utilizado o
software APL@Voro [138], que utiliza os resultados das simula¢des do Gromacs para calcular
a area por lipidio e a espessura da membrana utilizando o algoritmo de VVoronoi.

Para calcular a area por lipidio, as coordenadas de atomos chave sdo projetadas em um
plano, e um diagrama de VVoronoi € calculado usando essas coordenadas projetadas. Portanto a
area de um lipidio projetado (A) de um lipidio (I) presente na face (L), representada por um
atomo chave (pl), é definido como area correspondente a célula de VVoronoi (area do poligono
Avc(pl,L):

N=1 2.20
(XiYit1 — ViXis1)
i=0

Ayc(pl.L) =

N =

Onde N é o numero de vértices da célula VVoronoi e (Xi,yi) sdo as coordenadas dos vértices
da célula. A éarea total projetada A(l) descrita por N atomos chave é entdo definida como:

N 2.21
AW = ) Ayl L)
i=0

Para calcular a espessura da membrana é medida a distancia entre os atomos chave da
face superior com a face inferior. Para cada atomo chave selecionado, a espessura local é obtida
identificando o vizinho vertical mais proximo. A coordenada chave de uma face da bicamada é
projetada em uma triangularizacdo do atomo chave da outra face da bicamada. A espessura
local da bicamada é entdo interpolada entre as coordenadas dos atomos chave do triangulo que
as projecdes cairam e as coordenadas da projecdo do préoprio atomo. A equacdo do plano
utilizado para computar a elevacdo em qualquer ponto do triangulo € definida por trés vértices

do triangulo projetada do atomo pa(Xa,Ya,za):
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A B D 2.22
z=f(xXa¥a) = “cXeTgYaT ¢
Onde A,B, C e D sdo computados pelas coordenadas do triangulo po(Xo,Y0,20), P1(X1,Y1,21),
P2(X2,Y2,22) € a coordenada do 4tomo pa(Xa,Ya,Za).

Uma simulacdo pode ser caracterizada como equilibrada quando a curva de energia
potencial como funcdo do tempo mostra valores ao redor de um valor constante, ou, seu ajuste
linear apresente um coeficiente angular muito pequeno. Essa anélise foi realizada para todas as
simulacdes através da rotina computacional denominada g_energy. Essa ferramenta permite
outras analises como: variacdo da temperatura, pressdo, volume da caixa, potencial

eletrostatico, potencial de Lennard Jones, entre outros.

2.11 Topologias

Para as simula¢des computacionais realizadas neste trabalho foi utilizado o modelo para
agua chamado SPC (Simple Point Charge) [139], que embora seja um modelo simples, € muito
eficiente e tem sido muito utilizado desde o seu desenvolvimento [140,141,142]. Esse modelo
considera rigida a molécula de agua, restringindo assim seus graus de liberdade; o modelo
utiliza o minimo possivel de cargas pontuais, que coincidem com as posi¢fes dos atomos,
evitando assim a reconstrucdo dos centros de carga e redistribuicdo de forcas e torques[139].

Uma representacdo da molécula de agua e as restricdes do modelo estd mostrada na figura 14.

Figura 14: Geometria e cargas no modelo SPC. (134)

A membrana de DOPC pré equilibrada foi obtida das simula¢6es da Siu et al. 2008 [143],

0 sistema possui 128 moléculas de DOPC sendo 64 em cada face. Uma representacdo do
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fosfolipidio DOPC e de seus grupos que serdo analisados neste trabalho esta mostrada na figura
15 b)

Para a construcdo da topologia da anandamida foi utilizado o Automatic Topology
Builder, ATB [144]. Uma representacdo da anandamida, juntamente com 0s grupos que serao

analisados estd mostrada na figura 15 a).

a)
Grupo Cabeca - Cadeia acilica -
) LY
w2
8 9 1112 1415
. 20
*Caud
auda
b) Fosfato 1
Colina Gliceml
' " Ester

V.
{CH;}anD D/Eg‘/\ j\/\/\/\w
W

O Sn-2
DOPC

2

Figura 15: Estrutura dos compostos utilizados nesse trabalho, em a) anandamida, evidenciando no
circulo azul o grupo CH20H e no vermelho o grupo NH, ambos da cabeca e em b) o DOPC.

As andlises realizadas com a anandamida serdo em maior parte, divididas na cabeca
polar e na cauda ou cadeia acilica. Na cabeca da anandamida as anélises serdo divididas no
grupo CH20H, circulado em azul na figura 15, e o grupo NH circulado em vermelho. As
analises realizadas no DOPC serdo nos grupos identificados na figura 15 b) juntamente com o

carbono terminal das caudas acilicas.

2.12 Umbrella Sampling

A energia livre ¢ uma das propriedades termodindmicas mais importantes, sendo sempre
de grande interesse para o estudo de problemas de biofisica [145]. Entretanto encontrar seu
valor ndo ¢ algo imediato para simula¢des de dindmica molecular, pois esta ndo amostra

significantemente o espaco de fases. Em sistemas bioldgicos, muitos minimos de energia
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existem, e estdo separados por diferentes barreiras de energia, a DM geralmente ndo consegue
amostrar essas areas de barreira, tornando impossivel obter resultados de energia livre precisas.
Viarias técnicas foram desenvolvidas para obter o perfil de energia livre, nesse trabalho
vamos utilizar a Umbrella Sampling.
Nessa técnica utiliza-se um termo de potencial externo para restringir os graus de
liberdade da molécula, fazendo com que essa amostre suficientemente a superficie de energia

potencial. Geralmente ¢ uma fun¢do quadratica da forma:

1 2.23
W(r) =5k (r = 10)?
Onde kv ¢ a constante de forga utilizada e ro ¢ a posicao inicial da molécula.
A energia potencial restritiva pode ser expressa como:
Ur)=U@@)+WwW(@) 2.24

O primeiro passo para a realizacao dessa técnica computacional ¢ dividir a coordenada de
reacdo em varias ‘janelas’, em que uma constante de forga apropriada k,, ¢ escolhida, fixando
o soluto na posicao da janela e assim garantindo a amostragem do espago de fases através do
caminho da coordenada de reacdo. A constante k,, deve ser capaz de providenciar uma
suficiente sobreposicdo entre as janelas, sendo esta uma caracteristica requerida para coletar
informagdes precisas.

A distribui¢@o obtida ¢ uma distribui¢ao do tipo ndo Boltzmann, portanto € preciso gerar
um potencial de forca médio ndo restritivo, obtido como uma média de Boltzmann da

distribuicao nao Boltzmann usando a equagdo 2.25 [146]:

W(T)/
(G(r)e  'kT)
(G (r) Yndo restrito = W(r)/ 2.25
e

(

kpT .
b )restrlto

Sendo ks a constante de Boltzmann e T a temperatura.
O sucesso da umbrella sampling depende fortemente da escolha da constante de forga k,,,:
um k,, muito pequeno usualmente ndo ¢ suficiente para restringir os graus de liberdade da

molécula ndo amostrando todo o espago de fases, e um k,,, muito grande sempre resulta em uma
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distribuicdo de formato estreita que requer um longo tempo de simulagdo para convergir, como

mostra a figura 16.

Kw correto
boa sopreposicdo

Y

Coordenada de Reagdo

Kw muito pequeno Kw muito grande

amostragem insuficiente sobreposi¢do insuficiente
na area tracejada

Y

L.
vy

Coordenada de Reacdo Coordenada de Reagdo

Figura 16: O efeito de Kw no método Umbrella Sampling. Para pequenos valores de Kw ocorre
uma amostragem insuficiente dos histogramas, ja para um kw muito grande sdo necessarias muitas
janelas de simulacéo para obter a sobreposicéo.

O método Weighted histogram analysis method (WHAM) [147] é uma rotina
computacional utilizada para extrair a informacao da distribui¢do ndo Boltzmann construindo

assim o potencial de forca média sem restri¢do. A equacdo do WHAM ¢é:

-1
[W (r)-F; ]

<p(r>>—zg;1 (). Zn,gl 226
C
-F; W)
/kpT :fe k8T (p(r))dr 2.27

Sendo nj o nimero total de pontos do histograma h. A ineficiéncia estatistica g; ¢ dada por
gi = 1+ 21, sendo 7; o tempo de autocorrelagdo integrada para a janela 1.
As duas equagdes 2.26 e 2.27 devem ser resolvidas de forma auto consistente, que ¢

alcangada resolvendo-as iterativamente até as duas serem satisfeitas. Com o objetivo de
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encontrar os valores de Fj, e assim obter o perfil de energia livre, coloca-se na equagdo 2.26
valores arbitrarios de Fj, e obtém-se uma densidade de estados aproximada, com esse novo
valor de densidade de estados, coloca-se na equacdo 2.27 e obtém novos valores das energias
livres Fj, esse processo ¢ repetido até a convergéncia dos valores.

Para a obtencéo das energias livres, nesse trabalho foi utilizada a constante de forga kw
de 1000 kJ/mol, e 0 eixo z (normal ao plano da bicamada) foi dividido em 85 janelas separadas
por 0,1 nm cada. A primeira e a Ultima janela se encontram totalmente na fase aquosa, sendo
que nas janelas intermediarias temos a molécula de anandamida passando pela bicamada de
DOPC.

Para a obtengéo das janelas, foi desenvolvido um script em BASH, aumentando em cada
janela o valor do eixo z do soluto o valor de 0,1 nm. Para diminuir os conflitos estéricos, uma
minimizacao de energia era realizada, seguida de uma simulacdo NVT e NPT, para entdo uma
nova simulacdo de coleta de dados. Os tempos para a DM de coleta variaram de 10ns a 70ns,

onde o critério de parada foi a convergéncia da curva de energia livre.

2.13 Perfil de Pressao Lateral

A pressdo para um sistema ndo homogéneo pode ser representada por um tensor P(r) que
depende da localizacdo r. Este tensor pode ser escrito como a soma de uma componente
cinética, ok, € uma componente configuracional, oc:

P(r) = —o0,(r) —o.(r) 2.28

A contribuigdo cinética para o tensor da pressdo local ok, é definido como [148]:

agﬁ(r, t) = —Zmivi“vf(ﬁ (r—r) 2.29
7

onde m;, vi e ri Sd0 a massa, velocidade e localizacdo do atomo i.

A segunda componente é a parte configuracional do tensor, definida como [149,148]:

o (r,t) = z z Fy; X f dIfs(r — 1) 2.30
C

T j<i ij
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Onde Cij € o contorno da particula i ate & j, e Fij é a forga exercida pela particula j na i.
Para a pressdo total essa definicdo € igual a definicdo do virial. Porém em um meio nédo
homogéneo, a distribuicdo da pressdo depende do contorno utilizado, cuja correta definicdo
sobre estas condic¢des esta ainda sob discussao [148,150,151,152,153];

Tradicionalmente dois contornos sdo sugeridos: o contorno Irving-Kirkwood, que é uma
linha reta entre as duas particulas [154], e o contorno de Harasima [155] que segue o eixo das
coordenadas. O pacote computacional utilizado GROMACS-LS [156] utiliza o contorno de
Irving-Kirkwood, e portanto, serd o contorno utilizado neste trabalho.

As equacOes 2.28, 2.29 e 2.30 fornecem a distribuicdo de pressdo para um modelo de
particulas pontuais que apresentam interacGes do tipo par aditivo. A dindmica molecular
tradicional fornece a coordenada e velocidade das particulas sendo possivel assim calcular o
tensor da presséo.

Para calcular a pressdo lateral de bicamadas planas divide-se a membrana em fatias
perpendiculares ao vetor normal a membrana e calcula-se o tensor da pressao lateral em cada
fatia. Para isso modificam-se as equacdes 2.29 e 2.30, utilizando uma func¢éo delta de Dirac em
2.29 e discretiza-se o contorno em 2.30. As forgas entre as particulas sdo calculadas pelos
potenciais de interacdo, e soma-se sobre todos os pares formados [149,156], como mostrado na

equacéo 2.31.

PP (R,t) = Z mivl-“vﬁ 2.31

i
i€ fatia

2

1
B
ng z Z (v}lkUm B V;)EfUm)r]'k]'tf(zl'k’ Zj ZS)
250 (k)

f(z,, 2, zs) = 0 se as particulas estiverem no mesmo lado da fatia, f(z;,, z;,, zs) = 1 se

Y4

, . . 1) , .
as duas particulas estiveram dentro da fatia, f(zjk, Zj,, zs) = | | se as particulas estiverem
Zj"Zj¢

4

. . d , . .
em lados diferentes da fatia e f(z]-k, Zj,, zs) = | ‘ se apenas uma particula estiver na fatia.
Zj~Zj¢

Onde dz ¢é a distancia da particula analisada que esta dentro da fatia a parede da fatia que separa
as duas particulas, 8z e V5,580 a espessura e 0 volume da fatia, respectivamente. O simbolo <j>
representa a soma sobre todos os m-clusters do sistema, e <k,I> descreve a soma sobre todas as

possiveis particulas dentro de um m-cluster.
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A pressdo local pode ser representada por um tensor que pode ser calculado por fatias em
uma simetria planar. Em bicamadas fluidas as componentes ndo diagonais sdo zero em uma

geometria planar, e, portanto, o tensor pode ser escrito como [157]:

P(r) = €xCxPxx () + €y€yPyy () + €z€zDzz2 () 2.32

Definindo z como a direcdo normal a membrana para uma bicamada planar, a presséo

lateral nas bicamadas lipidicas pode ser escrita como:

p(2) =p.(2) — psz(2) 2.33

Pela condicdo de equilibrio mecanico V. P = 0, resulta que para a superficie com simetria
planar, a pressdo normal p;; é constante.

Para o célculo da pressdo lateral, foi utilizado a versdio do GROMACS-LS
[158,159,160]. Para isso devemos centralizar a bicamada e realizar um re-run da trajetéria da
simulacdo tradicional, porém como o tratamento eletrostatico PME ndo € suportado, foi
utilizado o cut-off com um raio de corte de 2,0nm. O tutorial disponibilizado pelo programa

esta no Anexo.

Considerando que a bicamada esteja centrada em z=0, o limite de integracdo varia de z=-
d/2 até z=d/2, ou seja, a integracdo em toda a bicamada. A relacdo entre 0s momentos e as

propriedades elasticas sdo mostradas nas equacdes 2.34 e 2.35 [161]:

a/z 2.34
KCy = f z.p(z)dz =M,
-d/2
a/z 2.35
K= f z%.p(2)dz =M,
-d/2

Sendo z a coordenada normal a bicamada, z=0 representa o centro da bicamada e d é a
espessura da bicamada. c,, k e k se referem as propriedades elasticas da bicamada, sendo k o
modulo de curvatura, coa curvatura espontanea e k € o modulo de curvatura gaussiana. Mz e

M2 sdo o primeiro e segundo momento da PL, respectivamente.
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Os modelos utilizados nesta tese, sdo baseados na analises termodinadmica de Cantor [71].
Nesse modelo de mecanismo indireto, assume-se que a proteina de membrana possa assumir
dois estados, ativo (a) ou inativo (i), e essa ativacdo é associada a uma mudanca conformacional
da proteina, passando do estado i—>a.

Considerando que a area da secdo transversal da proteina no dominio trasmembranico
para cada um dos dois estados seja, Ai(z) e Aa(z), e esta ira variar com a posigéo relativa a

membrana, ou seja, o eixo z, define-se a mudanca na area que acompanha uma transicado como:
AA(z) = A,(2) — A (2) 2.36

A bicamada € caracterizada por uma densidade de pressdo lateral p(z) que depende de sua
composicdo, como discutido na secdo anterior. A insercdo de pequenos solutos e diferentes
composicdes resultam em uma redistribuicdo das pressdes laterais. Definindo a pressao lateral
sem soluto como po(z), podemos descrever as mudancas no perfil de presséo lateral quando

ocorre a insercdo de soluto como:

Ap(z) = p(2) — po(2) 2.37

Definindo [a]o e [i]o como as concentracdes dos estados da proteina na auséncia de soluto
(ou seja, na configuracdo standard), a conformacdo de equilibrio (K) serd a razdo entre a

concentracdo no estado ativo pela concentracdo do estado inativo, mostrado pela equacéo 2.38.

[a]o 2.38
Dessa maneira, a fracdo de proteinas ativas no estado estacionario (Fo), pode ser

representado como:

. 1 2.39
° T (1+K

Na presenca de soluto, as concentragdes de proteinas ativas e inativas serdo representadas

por [a] e [i], respectivamente, e a fracdo de proteina no estado ativo serd denominada F. A
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relacdo entre F e Fo é obtida igualando os potenciais quimicos dos dois estados da proteina,
primeiro na auséncia de soluto e depois na presenca do mesmo. Para uma boa aproximacéo a
dependéncia do potencial quimico com a proteina em cada estado conformacional em sua
concentracdo e distribuicdo de pressdo tem uma forma simples, (cantor 1997 a); para a

conformacao ativa (a):

0
Ua  Ha 1 2.40
a1 — A

RT = RT + In[a] + T p(z)A,(z)dz

Onde R é a constante dos gases, kn é a constante de Boltzmann e T é a temperatura

absoluta, uma expressdo anéloga ¢ obtida para o estado inativo (i). No equilibrio:

Au=pg—p =0 2.41
Ap® [a] 1 2.42

0= ﬁ + lnm + kb_T p(Z) AA(Z)dZ

Essa igualdade deve permanecer no estado estacionario (sem soluto) com pressao po(z).

0= a1 f (2) DA(2)d 243
Rt T, kT ) PO EANEAZ

Tirando a diferenca das equacdes 2.43 e 2.42, chegamos a:

[;‘_‘] - 2.44
]
2.45
a = kb_T Ap(z) AA(z)dz

A fracdo de proteina na conformacdo ativa sera dada por:

1 2.46

F=——\'
(1+ K te%)

Para a adi¢do de um soluto com a concentragdo “X”, o efeito do perfil de presséo serad

aproximadamente linear para baixas concentracdes, entdo podemos definir f=a/X.
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O sinal de B determina se a adigdo de soluto aumento ou diminui a fragdo de proteinas
ativas, ou seja, se a proteina se ativa com o soluto, f < 0; Fo<F < 1. Se ocorre inibi¢ao § > 0;
Fo>F>1.

E comum expressar a fracdo de proteinas ativas em relacdo ao ser valor maximo Fmax.
Para inibicdo esse valor maximo ocorre na auséncia de soluto (X=0), e entdo Fmax=Fo, enquanto
para a ativacao, o valor maximo ocorre para grandes a, para 0s quais Fmax=1.

Para a inibicdo a fracdo de proteinas ativas € dada pela equacéo:

F o (1+K™) 2.47
Fnax - 1+ K_leBX)

f=

Enquanto para a ativagéo:

F 1 2.48
Epax (14 K-1eBX)

f:

Dessa maneira conhecendo as concentragdes de soluto e as variagdes de pressdo lateral e
de érea devido a insercdo de soluto em uma bicamada, podemos determinar se ocorrera uma

ativacdo ou inibicdo das proteinas de membrana transmembranicas.

A obtencdo da variacdo da area das proteinas ao transitar entre os estados (in)ativo é
complicado, uma vez que ndo existem informacdes experimentais diretas das mudancas na area
da secdo transversal das proteinas em funcdo de profundidade na bicamada, o que
impossibilitaria a utilizacdo da metodologia proposta acima. Dessa maneira, Cantor [162]
propds modelos geométricos que representariam essas mudangas conformacionais em termos

de propriedades estruturais simples, sendo ele: a inclinacdo cooperativa e a hélice dobrada.
2.13.1 Inclinagéo cooperativa
Nesse modelo, as hélices podem ser aproximadas como cilindros bastante lisos, de modo

que, como uma aproximagdo, o dominio transmembranar da proteina pode ser descrito como

um feixe de bastdes rigidos, uma representagdo deste modelo é mostrada na figura 17.
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Estado 1 Estado 2

Figura 17: Esquematizacdo do modelo de inclinacdo cooperativa, elucidando do raio da proteina e o
angulo de abertura do canal ¢.

A mudanca na forma do feixe pode entdo ser descrita usando uma representacao
geométrica simples, essencialmente idéntica ao efeito de pegar um feixe apertado de hastes
rigidas compridas, cilindricas e simétricas (por exemplo, lapis), segurando uma extremidade do
feixe com uma méo e a outra com a outra méo e torcendo o feixe girando as maos em direcoes
opostas ao redor do eixo do feixe. Quando os eixos das hastes sdo paralelos e perpendiculares
ao plano da bicamada, o pacote tem area transversal uniforme. A medida que o angulo entre
cada haste e o plano da bicamada diminui de 90 °, o feixe se espalha em ambas as extremidades,
a area da se¢do transversal aumentando ndo uniformemente, no maior grau na maior distancia
do centro do feixe.

Definindo o eixo z perpendicular a bicamada, e o plano x-y com z=0 é o centro da
bicamada, e 2h é a espessura da membrana, a variacdo da area para transitar entre o estado ativo

e inativo é dado pela equacdo mostrada na equacao 2.49.
AA(z) = mz?(sin( @,)? — sin(@;)?) 2.49

A variacdo da area AA depende apenas do angulo de inclinacdo e da espessura da
membrana. Este resultado é importante pois a inclinagdo de uma haste ndo interfere na
inclinacdo das outras, mostrando que a variagdo da area independe do raio do grupo.

Aplicando a equacdo 2.49 na 2.45, se obtém o parametro o, mostrada na equagdo 2.50

2w ) 2.50
@ = - (5in(9a)? = sin(p)2)AM,
b
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O valor escolhido para sin( ¢,)? — sin( ¢;)? foi proposto pelo Cantor como sendo de

0,05, e utilizado neste trabalho.

2.13.2 Hastes Rigidas dobradas.

Nesse modelo, as hélices estdo dobradas ao redor do centro da bicamada, cada hélice
em um angulo o, esta conformacdo pode ser aproximada com um par de sec¢des cOnicas

truncadas, uma para cada monocamada, como ilustra a figura 18.

Estado 1 Estado 2

r Pp

u

Figura 18: Esquematizacao do modelo das hastes dobradas rigidas, elucidando do raio da proteina e
0 angulo de abertura do canal ¢.

Os angulos @o+ e @o- entre os lados de cada se¢éo conica e o vetor normal a bicamada
depende da orientacdo das hélices dobradas em relacdo ao vetor normal a bicamada. Por
exemplo, para hélices dispostas simetricamente, ¢ pode variar entre —o/2 até @o/2, 0s valores
extremos (tendo a maior e a menor area de secao transversal, respectivamente) que ocorrem
guando o plano definido pela hélice dobrada passa o valor do didmetro da proteina. A figura 18
representa uma transi¢cdo onde temos um valor de @o/2, ou seja, passando de um estado fechado
para um aberto, o que representa uma ativagdo. Se o valor de @o/2 fosse negativo, a proteina
estaria no estado inicial aberta e passaria para o fechado, representando uma inibigé&o.

Para o caso geral, o raio & da secdo transversal de um pedaco da proteina pode ser
aproximada grosseiramente por uma funcao linear que depende do |z|, dessa maneira a variacdo

da area para o estado s desse modelo pode ser obtido pela equacédo 2.51.



58

As(2) = n[E,(2)]? 251
E a dependéncia do raio com o eixo z para o estado s, pode ser descrito como:

§s(z > 0) = &5(0) + |z| tan @ 2.52
(2 < 0) = &(0) + |z| tan @5

Aplicando a equagéo 2.52 na 2.45, encontra-se o parametro o, mostrada na equacdo 2.53

T
*= k_T{ZA[tan @& + tan @;).&,(0)]AM; + Altan? ¢ + tan? @, |AM, 2.53
b

Como o segundo termo ¢ bem menor do que o primeiro, em geral a depende
predominantemente do primeiro momento da PL, ou seja, k.Co. Nesse modelo, foi considerado
que o raio da proteina é de 2nm, valor que representa o raio de um canal de ion, e foi considerada

uma variacdo angular de Ap ~ 62 para a transicdo de estados da proteina.

A utilizacdo desses modelos leva a grandes possibilidades de resultados, dos momentos
associados podemos obter o tipo de interacdo (ativacdo ou inativacdo) ocasionado pelo soluto
ao interagir com a bicamada fosfolipidica e se estas alteracdes seriam suficientes para alterar o

estado de proteinas transmembranicas.

2.14 Simulacdes deste Trabalho

Para alcancar os objetivos propostos nesse trabalho, foram realizadas 7 simulacGes de
equilibrio e vérias simulacdes com restricao de posicao para obtencdo da energia livre de Gibbs,
utilizando o método denominado de Umbrella Sampling (US). Em todas as simulacdes a
temperatura utilizada foi de 300K. Para as bicamadas de DOPC esse temperatura representa a
fase liquido desordenada, uma vez que a temperatura de transicdo de fase para 0 DOPC é de
256K [163].

As simulacdes foram realizadas com o software Gromacs [164], utilizando o campo de
forca Gromos53A6 [125], as imagens foram feitas com a versdo académica do visualizador de

estruturas Pymol [165]. Para o acoplamento de pressdo semi isotropico foi utilizado o
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Parrinello-Raman [134] e para a temperatura 0 Nose-Hoover [166,167,168], e o raio de corte
para as interagdes eletrostaticas e de van der Waals foi de 1,2nm. Para a simulagdo em agua o
acoplamento de temperatura e pressdo foi o Berendsen [169]

Para as dinamicas de equilibrio, a bicamada de DOPC obtida na referéncia [143] foi
transladada e 12 moléculas de anandamida foram inseridas no centro da membrana, sendo que
6 moléculas tinham a cabeca polar voltada para a face positiva, e 6 para a face negativa, uma
foto da configuracao de partida da simulacdo com 12 AEAs esta mostrada na figura 19. Para as
demais simulac@es foram retiradas moléculas de cada face, variando a quantidade de AEAs de

12 para 2.

Figura 19: Configuracao inicial da simulacdo de equilibrio, em a) imagem lateral e b) vista de topo.

Para a simulacdes da Umbrella Sampling, 85 configuracfes iniciais foram geradas,
chamadas de janelas, na figura 20 apenas algumas sdo mostradas: o inicio das simulacdes,
referente a janela 1 esta mostrada na figura com a cor alaranjado, e a janela 85 pela cor azul. O
potencial restritivo para a anandamida nas janelas da US foi de 1000 kJ/mol, e o tempo de

simulagdo variou de 10 a 70ns.
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Figura 20: Algumas configuracdes iniciais para as janelas da "Umbrella Sampling”, em laranja a
representacéo da janela 1, e em azul da janela 85.

Um resumo das simulagdes realizadas, especificando a quantidade de gua/lipidio, tempo
de simulacédo para a simulacdo NVT, NPT, equilibracdo e producdo estdo mostradas na tabela

1.
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Tabela 1. Especificacdes das simulacdes realizadas nesse trabalho.

Simulacdo  Agua/lipi  Minimizacido NVT NPT Tempo Tempo
dio de Energia (ps)  (ps) Equilibracdo Producéo
(Passos) (ns) (ns)
AEA-4gua 7183 7000 - - 50 50
moléculas
DOPC 56 5000 100 10000 500 100
2AEA 56 5000 100 10000 400 100
4AEA 56 5000 100 10000 400 100
6AEA 56 5000 100 10000 400 100
8AEA 56 5000 100 10000 400 100
12AEA 56 5000 100 10000 400 100
Us 100 7000 100 10000 - 10,50e 70
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3. Simulacio em Agua

A agua é a molécula mais abundante nos seres vivos, compreendendo cerca de 60% de
sua massa total [170]. Nas células ocupa papel fundamental como solvente das reacGes
quimicas, dessa maneira a primeira simulagdo computacional realizada foi nesse importante
solvente.

A simulacdo em agua tem como objetivo principal estudar as conformacdes da molécula
de anandamida quando esta inserida em um ambiente totalmente hidrofilico. Por ter um caréater
anfipatico, com a cabeca hidrofilica e cauda hidrofébica, espera-se que a AEA adote uma
conformacao que esconda seus grupos hidrofobicos das moléculas de agua, sendo as possiveis
conformac®es o alvo desse capitulo de investigacao.

A simulagdo foi conduzida posicionando uma molécula de AEA no centro de uma caixa
clibica com volume médio de 7,3 nm?®, essa caixa foi solvatada por 7183 moléculas de agua e
submetida aos passos usuais de equilibracao, seguidos por 100ns de dindmica molecular de
equilibrio para a coleta de dados. A estrutura inicial da anandamida foi obtida do PDB 4AZP
[171], e os 50 ns finais foram utilizados para analises.

O equilibrio termodindmico ficou caracterizado pela flutuacdo das energias total,
potencial, mostrada na figura 21, e cinética ao redor de valores médios, com um ajuste linear
com coeficiente angular de uma parte em 107 do valor significativo da energia, ou seja, AE/E ~
107 ns?!. Para a temperatura e volume da caixa, outros pardmetros de controle, o
comportamento € essencialmente 0 mesmo, com os valores de equilibrio em 300 + 2 K para a

temperatura e 7,307 + 0,03 nm? para o volume da caixa.
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Figura 21: Gréficos de Energia Potencial para a simulacdo em adgua, em a) para o tempo total de 100ns
e b) para o tempo de 50ns, onde a linha vermelha representa o ajuste linear dos dados.

3.1 Conformacéo AEA

Um conjunto de caracteristicas estruturais da anandamida simulada em agua, tais como

0 raio de giro Rg, a area acessivel ao solvente, AAS, a distancia média entre o atomo de

nitrogénio e o carbono terminal da cauda, dn-c, e a distdncia média entre o primeiro &tomo de
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oxigénio da cabeca e o atomo de carbono terminal da cauda, do-c, estdo disposto na Tabela 2,
comparados aos valores obtidos da estrutura inicial do PDB.

Tabela 2. Caracteristicas estruturais da anandamida simuladas em agua, Rg é o raio de giro da
molécula, AAS é a area acessivel ao solvente, dn.c, € a distancia média entre o &tomo de nitrogénio da
AEA ao carbono terminal da cauda, e do-c é a distancia média entre o primeiro atomo de oxigénio da
cabeca do AEA com seu carbono terminal.

Propriedades PDB
Rg (hm) 0,53 +£0,11 0,52
AAS (nm?) 6,08 £0,47 6,49
dn-c (nm) 1,18 +0,48 0,995
do-c (nm) 1,26 +0,55 1,062

O raio de giro (Rg) pode ser associado a compactacdo das moléculas. Dessa forma
guanto menor seu valor, menor serd o raio de uma esfera ficticia que a contém. A area acessivel
ao solvente pode indicar se o solvente ao qual o soluto esté inserido é de natureza semelhante,
por exemplo, um soluto polar teria uma grande exposicao de seus grupos se estivesse também
em um ambiente polar, porém se o solvente fosse apolar, provavelmente o valor da area
acessivel ao solvente cairia, pois a molécula tentaria esconder seus grupos polares do solvente.
A distancia média entre atomos especificos da anandamida, também pode ser utilizado como
um parametro estrutural, por seu uma molécula grande, e ter uma cauda acilica de 20 4&tomos,
a anandamida possui grande liberdade estrutural, mesmo com tal liberdade, espera-se que a
molécula tenha algumas conformacdes preferenciais, dessa maneira a medida da distancia entre
seus grupos cabeca e cauda ajudam a elucidar essas estruturacoes.

Os valores dispostos na Tabela 2, mostram o valor médio para o raio de giro de 0,53 +
0,11 nm, estes resultados estdo condizentes com dados publicados na literatura, onde foi
encontrado um valor de 0,58 nm [172] para a &gua como solvente. Estes autores, utilizaram o
método de Monte Carlo para explorar a liberdade conformacional da cadeia acilica do AEA,
considerando o solvente de forma implicita. Resultados recentes na literatura [173] discutem as
vantagens da utilizacdo de modelos explicitos para a &gua sobre aqueles em que o solvente é
tratado implicitamente, quando comparados aos resultados experimentais.

Para as demais grandezas mostradas na tabela 2, ndo h& dados na literatura para
comparacéo, razéo pela qual eles foram comparados aos valores dessas grandezas obtidos da

estrutura cristalografica da anandamida depositada no PDB com o codigo 4AZP, e utilizada
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como estrutura de inicio nas simulagGes. Esta estrutura da anandamida foi obtida complexada

com a proteina FABP5, como mostra a figura 22.

Figura 22: Representacdo do PDB 4AZP, em A) temos o complexo anandamida FABP5 e as moléculas
de agua em vermelho, em B) somente a estrutura cristalografica da anandamida e as moléculas de
agua que a solvatam.

Da figura 22 A), nota-se que a anandamida esté inserida na proteina, porém com uma
grande quantidade de moléculas de agua ao seu redor. Da parte B) da figura 22 é possivel
associar uma conformacdo parecida com a letra J, e uma molécula bem compacta.

Comparando os valores médios obtidos da simulacdo com aqueles obtidos da estrutura
cristalografica para as grandezas mostradas na tabela 2, observa-se que os valores do raio de
giro sdo praticamente os mesmos, porém o valor da area acessivel ao solvente é maior para a
estrutura cristalografica e os valores médios obtidos da simulagdo para as distancias dn-c e do-
c, representativas da distancia entre extremos da anandamida, s&o maiores do que os da estrutura
cristalografica. E igualmente evidente da Tabela 2 que os valores das grandezas consideradas,
obtidas da estrutura cristalografica, estdo contidos nas barras de erro dos valores das
correspondentes grandezas simuladas. 1sso significa que a conformacéo cristalogréfica é uma
dentre diferentes conformacdes visitadas pela dindmica molecular. 1sso é relevante, uma vez

que a cadeia acilica da anandamida tem uma consideravel liberdade conformacional,
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representada pelas tor¢des dos pares de angulos diedrais que separam as insaturagdes da cadeia
e que a dindmica realizada € capaz de visitar tais conformagdes. A estrutura cristalografica é
uma dessas possiveis conformacdes e, a despeito de apresentar uma area acessivel ao solvente
maior ela é estavel na estrutura cristalografica devido as imposi¢des estéricas do restante da
proteina em seu equilibrio, inclusive com as aguas cristalograficas.

Como mostrado na figura 15, a anandamida é composta de uma cabega polar, e uma
cauda acilica contendo 20 atomos de carbono e 4 duplas ligac6es, entre os &tomos de carbono
C5=C6, C8=C9, C11=C12 e C14=C15. Estas duplas ligacdes sdo precedidas e seguidas por
pelo menos duas ligacdes simples, em torno das quais a molécula pode apresentar uma grande
liberdade conformacional, influenciando em sua estruturacdo. Para avaliar as possiveis
estruturas formadas pela AEA, foram analisados os angulos diedrais de sua cadeia acilica, em

particular aqueles nominados na tabela 3.

Tabela 3. Nomenclatura dos angulos diedrais analisados para determinacao da estrutura da AEA, estes
atomos estdo mostrados na figura 15.

NOMENCLATURA CARBONOS
®5 C5=C6-C7-C8

6 C6-C7-C8=C9

®8 C8=C9-C10-C11

®9 C9-C10-C11=C12

oll C11=C12-C13-C14

0l? C12-C13-C14=C15

As conformacdes foram analisadas seguindo a metodologia usada por Bennett e Norris
em 1998 [172]. Nesse trabalho os autores analisam a superficie de energia separadamente para
cada par de angulos (@5, m6), (8, ®9) e (wll, ®l12), variando de 10 em 10 graus, em dois
ambientes, um hidrofilico, agua, e outro hidrofobico, cloroférmio CHCI3, tratados
implicitamente. A partir dos minimos de energia encontrados nessas superficies, eles geram
milhares de cadeias usando o método de Monte Carlo. As conformacdes podem ser classificadas
pelo sinal dos respectivos pares de angulos torcionais. Quando os angulos possuem todos 0s
mesmos sinais a cauda da anandamida apresenta uma conformacéo estendida, I. Para angulos
com sinais trocados a conformacdo apresenta algum tipo de curvatura. A conformacdo é
denominada J se os &ngulos do par (w5, ®6) tem sinais opostos e 0s demais sdao do mesmo sinal,

a curvatura apresenta-se préxima ao final do acido carboxilico. A forma em U ocorre se 0s



67

angulos dos pares (w5, ®6) e (nll, ®12) tém sinais opostos, introduzindo curvatura préximas
aos dois finais da molécula e se os angulos dos pares (©5, ®6), (08, ®9) e (w11, ®12) tem sinais
opostos a estrutura resultante € helicoidal.

A tabela 4, mostra as estruturas visitadas pela dindmica molecular com os respectivos
tempos (proporcao de frames numa conformacao em relagdo ao nimero total de frames) para a

anandamida em agua.

Tabela 4. Porcentagens das estruturas encontradas na simulagdo da anandamida em éagua. No
ambiente aquoso 40,2% das estruturas estdo na conformacdo em U, seguida de 23,4% na estruturagédo
em J, 13,5% na conformacdo em H e 9% na conformacéo I. Uma imagem representativa das estruturas
estdo mostradas na terceira coluna.

Estrutura % tempo Figura

I 9
J 23,4
U 40,2

H 13,5
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Os resultados obtidos mostram que a anandamida em &gua, tem a forma U (40,2%)
como conformacédo preferencial, seguida das formas J (23,4%) e hélice (H) com 13,5%, e
somente 9% das conformacdes encontradas sdo estendidas (I). Esse resultado esta de acordo
com o esperado pois, devido ao carater anfipatico da anandamida, as conformagdes dobradas
permitem esconder melhor os grupos hidrofobicos da cauda das moléculas de &gua.

Estes resultados sdo qualitativamente equivalentes aqueles obtidos por Bennett e Norris
em 1998 [172], que obtiveram, para a agua, predominantemente (73%) uma conformacéo
hibrida entre a conformacdo estendida e em U, sendo seguida pela conformagéo em U (17%).

Utilizando a ferramenta g_cluster do Gromacs, com um raio de corte de 0,25 nm e
utilizando o método gromos, foi possivel classificar todas as estruturas geradas na dindmica em

20 clusteres, sendo os dois mais populados apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Comparacao entre os resultados de analise de clusters (uma estrutura tipica) obtidos da
simulagdo em agua, e os obtidos na referéncia [172].

% Conformacao Literatura
1° Cluster 52,7

20 Cluster 275

Dos 20 clusteres encontrados, o primeiro e 0 segundo, compreendem cerca de70% das
estruturas presentes na simulagdo. A conformacao representativa de cada cluster esta mostrada

na tabela 5, sendo comparada com a estrutura obtida pelo Bennet e Norris [172].
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E notdria a semelhanca entre as estruturas encontradas em nosso trabalho e o da
literatura, porém ha uma grande diferenca nas porcentagens encontradas, enquanto nesse
trabalho a conformacao hibrida representa 52,7% das estruturas encontradas, na literatura se
encontrou um valor de 73%. Para a conformacgdo em U, os resultados ficam bem proximos,
ambos por volta de 27%.

As diferencas nas porcentagens podem estar relacionadas a vérias possibilidades, dentre
elas, os diferentes métodos, Monte Carlo (MC) e dinamica molecular (DM), a temperatura (300
K neste trabalho, enquanto no trabalho de Benett e Norris ela varia de 2700 a 310 K), o tipo de
tratamento dado ao solvente (explicitamente representado neste trabalho, enquanto no de Benett

e Norris ele € tratado implicitamente).

3.2 Discussao

O objetivo deste capitulo era estudar as propriedades estruturais e conformacdes da
anandamida quando inserida em um meio hidrofilico. Sendo uma molécula anfipatica, as
conformac0es esperadas para a AEA seriam compactadas, tentando esconder sua cauda acilica
e hidrofdbica das moléculas de agua.

Através da analises dos pares de angulos diedrais, chega-se que a conformacéo
preferencial da anandamida é em um formato parecido com a letra U, seguida da conformacéo
J, hélice (H) e por ultimo a conformacao estendida (1). Estes resultados estdo de acordo com o
esperado para essa molécula anfipatica, pois mostram que a preferéncia da AEA é manter uma
estrutura dobrada, tentando diminuir a area de exposicdo ao solvente da sua cadeia acilica, e
consequentemente tendo um valor baixo de raio de giro, refletindo uma maior compactacéo.

A comparacdo dos resultados obtidos da DM para as grandezas selecionadas com
aquelas correspondentes obtidas da estrutura cristalografica depositada no PDB, mostram que
esta conformacdo, em J, esta entre as conformacoes significativamente visitadas na dinamica,
embora ndo tenha sido a conformacao predominantemente visitada. Isso parece natural uma vez
ha um conjunto de condicionantes impostos pela proteina com a qual a estrutura foi determinada

e 0 estado fisico do sistema para que a determinacéo cristalografica pudesse ser realizada.
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4. Umbrella Sampling

A energia livre de Gibbs é uma funcdo termodinamica que contém as informacdes
necessarias para a descricdo de um sistema. Contudo, da dindmica molecular tradicional néo é
possivel obter essa funcdo, pois 0 espago de fases ndo é amostrado suficientemente. Dessa
maneira utiliza-se a técnica computacional denominada “Umbrella Sampling” (US) para forgar
0 sistema visitar pontos do espaco conformacional que ndo seriam acessados somente pela
simulacéo classica.

Neste trabalho, essa técnica foi utilizada para investigar a posi¢do de minima energia da
anandamida quando ela atravessa uma bicamada fosfolipidica, permitindo obter o perfil de
energia livre através de um caminho de reagdo. Como mostrado na secao 2.12, escolhe-se uma
coordenada de reacdo, divide-se esse caminho num numero suficientemente grande de janelas,
aplica-se uma funcéo potencial que restrinja 0s movimentos do centro de massa da molécula
(AEA) aos limites da janela em questdo, permitindo que o sistema visite de forma significativa
0 espaco conformacional do sistema em cada janela. Por meio de uma repesagem apropriada
dos perfis de energia de cada janela € possivel obter o perfil de energia livre. O caminho de
reacdo escolhido foi a distancia do centro de massa da anandamida ao longo do eixo z, que é a
direcdo normal ao plano da bicamada lipidica, até o centro da bicamada. A molécula de
anandamida foi transladada em intervalos de 0,1 nm, até atravessar a membrana, obtendo o

perfil de energia livre mostrado na figura 23.
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Figura 23: Perfis de energia livre de Gibbs obtidas pela técnica Umbrella Sampling; As
diferentes curvas séo devido a diferentes tempos de simulagbes nas janelas, a curva preta, cinza e
cinza claro representam o tempo de 10ns, 50ns e 70ns, respectivamente.

A figura 23 mostra o resultado da US para trés tempos diferentes, quando as janelas foram
simuladas em 10, 50 e 70ns. Essas simula¢des tem o intuito de mostrar a convergéncia do
método, uma vez que mesmo tendo os histogramas corretamente sobrepostos, devemos
assegurar que a molécula em estudo tem tempo suficiente para passear pelo espaco
configuracional, fornecendo resultados sélidos de energia livre. Da figura 18, podemos
perceber uma pequena variacdo da profundidade do minimo de energia em relacdo a simulagéo
de 50 e 70ns, esse resultado indica a convergéncia das simulacGes realizadas. Tendo a confianca
dos resultados convergentes, a proxima analise € dos histogramas.

A figura 24 mostra a sobreposicdo dos histogramas, devido a grande quantidade de
simulacfes, a figura mostra a sobreposicdo de apenas 7 janelas, porém o histograma foi
cuidadosamente analisado para averiguar possiveis regides de baixa amostragem. Em nenhum
trecho do histograma obtemos resultados diferentes dos mostrados na figura 24, indicando alto

grau de sobreposicdo assegurando assim confiabilidade nos resultados obtidos.
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Figura 24: Histogramas das simulagfes da Umbrella Sampling para a simulacdo de 70ns.

Os resultados de energia livre obtidos através da umbrela sampling mostram que a
anandamida tem seu minimo de energia inserida na bicamada de DOPC, na posicao relativa de
1 nm entre o centro de massa da AEA e o centro de massa da bicamada. Para entender quais
sd0 as caracteristicas estruturais, posicdes e interacdes realizadas nesse ponto de minima
energia, foi analisada a janela 46 da simulacdo de 70ns, correspondente a simulagdo de minima

energia. Os resultados estdo mostrados nos itens subsequentes.

4.1 Conformacgdes da AEA

A tabela 6 mostra os dados estruturais obtidos pela simulagdo em &gua e os dados obtidos

na simulacéo do ponto de minimo de energia livre.

Tabela 6. Propriedades estruturais da anandamida simuladas em agua e da simulacéo da janela 46 da
Umbrella Sampling (janela que representa a posi¢cao de minima energia), onde Rg € o raio de giro da
molécula, AAS ¢é a area acessivel ao solvente, dn.c, € a distancia média entre o &tomo de nitrogénio da
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AEA ao carbono terminal da cauda, e do-c é a distancia média entre o primeiro atomo de oxigénio da

cabeca do AEA com seu carbono terminal.

Rg (nm) AAS (nm?) | dn-c (nm) do-c (nm)
Agua 053+0,11 |6,08+0,47 |1,18+0,48 | 1,26+0,55
us 0,67 +0,08 |6,52+026 |1,73+0,35 1,86+0,42

Comparando os dois meios (agua e DOPC) vemos que ao se inserir na bicamada o raio
de giro da anandamida aumenta, indiciando que sua conformacéo foi alterada, um valor maior
de raio de giro poderia indicar que a AEA estaria em uma conformagdo mais estendida se
comparada a simulacdo em agua. Ao comparar a area acessivel ao solvente (AAS) encontramos
um valor maior para a simulacdo em bicamada, esse maior valor esta relacionado ao seu carater
hidrofébico, em &gua a AEA diminui sua exposicdo ao solvente, levando a uma maior
compactagdo, e consequentemente a diminuicéo do raio de giro e da area acessivel ao solvente,
0 contrario ocorre ao se inserir a anandamida em um meio anfipatico como a bicamada de
DOPC, as cadeia de carbono da AEA fica na mesma regido das caudas do DOPC, dessa forma
ela consegue se manter mais esticada, aumentando seu raio de giro e area acessivel ao solvente.

A distancia entre o nitrogénio e o oxigénio presentes na “cabeca” da AEA e seu carbono
terminal foram realizadas, nessa analise percebemos um aumento na distancia para a simulagéo
em bicamada, fato que reforca a possibilidade de uma conformacdo mais estendida para a
simulagdo em membrana.

Baseados nas informacdes na tabela 6, podemos inferir que mudancas conformacionais
foram sofridas pela anandamida ao mudar de meio, claramente em &gua ela possui uma
estrutura mais compacta, dobrada em seus angulos diedrais, como discutido na secdo 3.2. Ja a
simulacdo em bicamada infere uma estruturacdo mais estendida para a AEA, fato relacionado
ao seu carater hidrofébico que a faz expor seus grupos no nucleo hidrofébico do DOPC.

Para verificarmos a estruturacdo, foi realizada a analise dos angulos diedrais, seguindo o
protocolo discutido na secdo 3.2 do capitulo de simulacdo em &gua. Dessas anélises foram

obtidos os resultados mostrados na tabela 7.

Tabela 7. Porcentagens das estruturas encontradas na simulagéo da janela 46 da US. Nessa janela a
molécula de anandamida se encontra completamente inserida dentro da bicamada fosfolipidica, a
estrutura mais presente é a estendida, compreendendo 38,4%, seguida da estruturacdo em J,
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compreende 27,4%, e 18,1% da estrutura em U e 7,7% da conformacdo em H. Uma imagem
representativa das estruturas estdo mostradas na terceira coluna.

Estrutura % estruturas Figura

I 38,4
J 27,4
U 18,1
H 7,7

A tabela 7, mostra a porcentagem de estruturas obtidas pela anandamida em funcdo do
tempo, € possivel notar uma preferéncia para a conformacéo estendida (38,4%), seguida da
conformacdo em J (27,4%), da U (18,1%) e por Gltimo a conformacéo em hélice (7,75%). Este
resultado esta de acordo com os dados estruturais obtidos pela tabela 6, onde foram encontrados
valores de AAS e Rg que indicavam uma estrutura preferencialmente estendida.
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Dados da estrutura da AEA em meios hidrofébicos foram amplamente estudados pela
literatura. Os primeiros resultados de simula¢do em ambiente hidrofébico foram mostrados pela
referéncia [172], onde utilizaram Monte Carlo e o solvente CHCI3 implicito como ambiente
hidrofobico. Algumas comparaces e diferencas dos métodos foram discutidas na secéo 3.2. Os
resultados mostram que em ambiente hidrofobico hd uma preferéncia pela conformacéo
estendida, representando 47% das estruturas encontradas, seguida pela conformacdo em U
(22%). Nossos resultados se assemelham aos obtidos na referéncia, porém assim como 0s
resultados obtido em agua, ha diferencas nas porcentagens, ha varias possibilidades para tais
diferengas, uma delas é devido ao meio hidrofébico utilizado, uma vez que as moléculas que
compdem nosso meio hidrofébico (fosfolipidio DOPC) sdo muito maiores do que as moléculas
de CHCIS3. Por ser menor, as moléculas de CHCI3 conseguem acessar mais diretamente 0s
grupos da anandamida, fazendo com que a estrutura se mantenha mais estendida. Outras
diferengas ja foram discutidas no tépico 3.2.

As proximas comparacdes foram realizadas em bicamadas lipidicas, Lynch 2005 [174]
fez simulacbes da anandamida em uma bicamada de DOPC utilizando o campo de forca
CHARMM e o0 modelo de agua TIP3P, simulando um total de 10 ns em uma temperatura de
310K. Seus resultados estruturais e 0s nossos estdo comparados na tabela 9.

Para comparacao direta, foram modificadas as estruturas analisadas, a estrutura estendida
continua sendo a que mantem os pares de angulos diedrais com mesmo sinal. Para a
conformacdo U, os pares de angulos (o5, ®6) e (w11, 12) devem ter sinais opostos enquanto
(08, ®9) apresentam mesmo sinal. Para conformacao J temos (®5, ®6) tem sinais opostos e
(08, ®9) e (w11, ®12) apresentam mesmos sinais. Uma segunda estrutura em formato J, porém
com o gancho préximo ao grupo terminal metil foi denominado de J*, e seus &ngulos apresentam
os sinais (w11, ®12) opostos e (w5, w6) e (08, ®9) iguais. A tabela 8§ mostra um resumo desses

sinais de angulos e a tabela 9 os resultados obtidos na simulacéo.

Tabela 8. Avaliac&o dos sinais dos pares de angulos diedrais para as conformacdes estendida, U, J e
¥

(05, 6) (08, ®9) (0ll, 12)
| (Estendido) Iguais Iguais Iguais
U Opostos Iguais Opostos
J Opostos Iguais Iguais
J Iguais Iguais Opostos
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Tabela 9. Comparacéo entre os dados obtidos na janela 46 da US e os da referéncia [174]. Os dados
se referem a porcentagem de estruturas encontradas nos 70ns de simulacdo da janela 46.

% Estruturas encontradas

usS Literatura [174]
I 38,1 43,4
U 18,1 15,6
J 13,0 10,7
J 14,4 20,7

Através da analise de estruturas, em ambiente hidrofébico, 38,1% das conformacdes
encontradas foram estendidas, seguidas de 18,1% para a conformacdo U e 27,4% somando a
conformacdo J e J°. Estes resultados reforcam o que os dados estruturais da tabela 6 ja
indicavam, no ambiente hidrofobico, a AEA tem uma preferéncia pela conformacdo estendida,
em geral por dois motivos, primeiro pois o nucleo hidrofébico formado pelas caudas do DOPC
forma um ambiente “seguro” para a cauda da AEA, e outro possivel motivo, seria a dificuldade
de mobilidade dentro do nucleo hidrofébico, as caudas do DOPC sdo grandes e acabam
dificultando as mudancas de conformacéo.

Os resultados obtidos estdo bem proximos dos obtidos pela literatura, pequenas diferencas
surgem devido a diferentes parametrizacdes e campos de forca, mas em geral, esses resultados

podem ser comparaveis.

4.2 Posicoes de Equilibrio

Uma informagdo importante é a posi¢cdo que a anandamida ocupa em seu minimo de
energia, esta posicao pode revelar suas interacdes preferenciais e ser um indicativo do equilibrio
das dinamicas subsequentes. Desta maneira, graficos de densidade de massa foram realizados

e estdo mostrados na figura 25.
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Figura 25: Graficos de densidade normalizada, em A) para os DOPC e seus grupos, B)
anandamida e o DOPC e C) para a posicao relativa dos grupos da AEA e os grupos do DOPC. As cores
das curvas representam: em verde o grupo glicina (GLI), em roxo o grupo éster (EST), em cinza o
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terminal metil (TER), todos referentes ao DOPC, para a AEA temos que a cor rosa representa 0 grupo
CH20H, amarelo o grupo NH e bordo o carbono terminal (TER).

Na figura 25 foi realizada a densidade de massa do DOPC e seus grupos, € possivel notar
a separacdo dos grupos e a separacdo de fase entre os fosfolipidios e a agua, formando uma
bicamada. Para facilitar a visualizagéo a densidade foi normalizada em relacdo a quantidade de
moléculas presentes em cada face da membrana, por exemplo, dividimos a densidade de massa
da AEA por 1 e do DOPC e sua cauda por 64, pois é a quantidade de moléculas presentes em
uma face da bicamada. O mesmo foi feito para a parte B) e C) da figura 25, e em todas as
analises subsequentes cuja densidade é normalizada.

Através da parte B) da figura 25 é determinada a posicdo relativa da anandamida em
relacdo: ao DOPC, ao nucleo hidrofébico da membrana, que seriam as caudas do DOPC, e a
agua. E possivel notar que o minimo de energia livre é quando a anandamida esté inserida na
bicamada de DOPC, sendo parte solvatada por agua.

Uma analise mais detalhada, mostra a posi¢éo dos grupos da anandamida e dos grupos de
DOPC, desta analise é possivel notar que o grupo CH20H da AEA esta localizado na regido
do grupo éster do DOPC, e que seu grupo NH fica levemente deslocado para a direita, indicando
que fica localizada mais préximo da cauda acilica. Estes resultados ja foram obtidos em
simulacgdes anteriores, Lynch em 2005 [174] encontrou que os grupos cabeca da anandamida
se encontram na interface entre DOPC/agua, analisando que a agua alcanca posi¢oes proximas
a -0,75 nm, nossos resultados sdo equivalentes.

Ja a cauda da AEA possui grande liberdade conformacional, o que reflete em um gréfico
de densidade baixo e bastante esticado, mesmo com este perfil é possivel perceber um pico, que
indica a regido preferencial, sendo localizada proxima ao pico do carbono terminal do DOPC,
mesmos resultados foram obtidos nas referencias [174,175]

Considerando que a AEA é obtida de um fosfolipidio, e que possui um carater anfipatico,
é de se esperar que seu comportamento e sua posicao seja semelhante aos fosfolipidios de
DOPC que constituem a bicamada.

Para complementar as analises de densidade foram calculadas as distancias minimas entre
0s grupos da anandamida, representados pelo CH20H e NH e os grupos do DOPC. Os
resultados estdo mostrados na tabela 10.
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Tabela 10. Valores médios das minimas distancias entre os grupos do DOPC, colina (COL), fosfato
(FOS), glicerol (GLI) e éster (EST) e agua e grupos da anandamida CH20H e NH, para a janela 46 da
us.

CH20H NH
AGUA 0,27 0,09 0,38 +0,10
COL 0,50 +0,15 0,64 0,14
FOS 0,37 £0,12 0,46 +0,11
GLI 0,37 0,07 0,36 +0,06
EST 0,30 +0,07 0,21 +0,07

A tabela 10 mostra a distancia entre os grupos analisados pelo perfil de densidade, e nele
podemos perceber que tanto o grupo CH20H, como o NH da anandamida estdo mais proximos
do grupo éster, estando mais afastados do grupo colina. E interessante notar que o grupo
CH20H esta aproximadamente a mesma distancia da agua e do éster, se considerarmos a barra
de erro. A agua aparece mais proxima do grupo CH20H do que do NH, fato relacionado a
posicdo relativa dos grupos, o grupo CH20H estd mais proxima a regido das cabecas dos
fosfolipidios. Dessa analise é possivel inferir que as moléculas de 4gua se inserem préximas ao

grupo éster, estando de acordo com o grafico de densidade (Figura 25).

4.3 Interacdes
Para compreender quais interacdes sdo feitas pela anandamida, foi realizada a analise
de ligacdes de hidrogénio entre a AEA e seus grupos com o DOPC e agua, estes resultados

estdo mostrados na tabela 11.

Tabela 11. LigagBes de hidrogénio entre 0 DOPC e seus grupos com a agua e com a AEA e seus
grupos. A primeira parte da tabela mostra o valor absoluto médio de ligacdes de hidrogénio em cada
frame, na parte de baixo da tabela, a porcentagem destas ligagbes dividas pelos grupos do DOPC e
AEA. Em parénteses esta mostrado a quantidade média de ligagbes de hidrogénio feitas por cada
molécula de DOPC com a agua, ou seja, a razao entre o valor absoluto de ligagdes de hidrogénio pela
guantidade de moléculas de DOPC

Pontes de Hidrogénio
DOPC-AGUA 796,9 (6,22)
DOPC-AEA 1,27
AEA-AGUA 0,484
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Porcentagem do tempo
FOS-AGUA 61,3%
EST-AGUA 38,7%
FOS-CH20H 13,2%
EST-CH20H 18,7%
FOS-NH 2,6%
EST-NH 65,5%
CH20H-AGUA 62,8%
NH-AGUA 11,4%

Estes resultados foram obtidos utilizando a ferramenta g_hbond, e seu algoritmo é
discutido na secdo 2.10. A tabela mostra a quantidade de pontes de hidrogénio por frame entre
0s grupos selecionados, na segunda parte da tabela temos a porcentagem média de ligacGes de
hidrogénio por grupos para cada frame. Por exemplo, por frame a AEA e o DOPC realizam
cerca de 1,27 pontes de hidrogénio, destas pontes, 18,7% foram entre o grupo CH20H da
anandamida com o grupo éster do DOPC.

A andlise de ligagdes de hidrogénio mostradas na tabela 11 revelam que cada DOPC
realiza cerca 6 pontes de hidrogénio com a agua, e que destas interacdes com a agua, 61% é
feita com o grupo fosfato e 38,7% sdo com o grupo éster. Das pontes de hidrogénio realizadas
entre 0 DOPC e a AEA, temos que 15,8% sao feitas com o grupo fosfato, enquanto 84,2% séo
COm O grupo éster.

As ligacGes de hidrogénio com a dgua mostram uma preferéncia do grupo fosfato em
relacdo ao éster, assim como ha uma preferéncia do grupo CH20H da AEA em comparacao
com o NH. O grupo CH20H da anandamida estd mais pra fora da bicamada tendo mais
moléculas de &gua ao seu redor e dessa forma interagindo preferencialmente com elas, o mesmo
ocorre com o grupo fosfato do DOPC, por estar mais distante do centro da bicamada tem suas
interacOes preferenciais com a agua. Dessa forma, o grupo NH e éster por estarem mais
inseridos, ou seja, mais préximos do nucleo hidrofébico, possuem menor quantidade de

moléculas de agua ao seu redor e preferem interagir entre si.
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4.4 Discussao

Portanto todas as analises discutidas nos topicos anteriores levam concluséo que a posicao
de equilibrio para a anandamida é inserida na bicamada, com seus grupos CH20H e NH
voltados para a regido hidrofilica, proximos aos grupos glicerol e éster, respectivamente e sua
cadeia acilica fica inserida no ndcleo hidrofébico do DOPC. A figura 26, mostra uma

representacdo da posicdo da AEA, assim como suas ligacOes de hidrogénio.

Figura 26: Visualizacdo da anandamida (rosa) préxima a uma molécula de DOPC (cinza). Os grupos
do DOPC estéo representados pelas cores: ciano para a colina (COL), laranja para o fosfato (FOS),
verde para o glicerol (GLI) e roxo para o éster (EST). Os grupos da anandamida estéo representados
por pink para o grupo CH20H e amarelo para o grupo NH. As linhas pontilhadas amarelas representam
as ligacGes de hidrogénio realizadas entre 0s grupos.
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Devido a posi¢do que ocupa 0s grupos da cabeca da AEA interagem com a &gua,
principalmente o grupo CH20H que estd mais na extremidade, ou seja, mais proximo as
moléculas de agua. Além da interacdo com a 4gua, o grupo CH20OH da AEA também interage
com os grupos fosfato e éster do DOPC. Ja o grupo NH por estar mais inserido ha membrana
faz uma menor quantidade de ligac6es de hidrogénio com agua, consequentemente realiza uma
maior quantidade de ligagcdes de hidrogénio com os grupos da membrana, principalmente o
éster.

Sua conformacédo estendida ja era esperada, uma vez que as caudas do DOPC formam um
nacleo hidrofébico que “protege” a cadeia de carbonos da AEA, sendo assim consegue se
manter na posicao estendida. Todos esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos da
literatura [176,174,175] como ja discutido no topico 3.1.

Com as discussdes e resultados mostrados nas seg¢fes 3.1 e 3.2 conseguimos responder
algumas perguntas a respeito da anandamida:
e “Sera que ela particiona em uma bicamada?”
Sim, as simulagBes por Umbrella Sampling mostram que o minimo de energia livre se
encontra no interior da bicamada com seus grupos cabeca voltados para a agua, proximo aos
grupos éster e glicerol do DOPC, como mostra os perfis de densidade da figura 25 e as tabelas

de distancias médias entre os grupos do DOPC e AEA, mostrados na tabela 10.

e “Como a anandamida se comporta no interior da membrana?”
A AEA, quando inserida na bicamada, mantém uma configuracdo preferencialmente
estendida, com seu grupo cabeca fazendo ligacdes de hidrogénio com a agua e com 0S grupos
fosfato e éster do DOPC, e sua cauda inserida no interior no nicleo hidrofébico formado pelas

caudas do DOPC, como mostrado na figura 26.

Das analises desse capitulo, foi possivel entender a estruturacdo da anandamida em

ambientes hidrofobicos, assim como, sua posicéo relativa com as moléculas de DOPC e agua.
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5. Simulagoes em Bicamada

Este capitulo concentra os resultados obtidos pela DM tradicional para a interacdo da
anandamida com uma bicamada fosfolipidica de DOPC. Comecaremos explorando 0s
resultados da bicamada pura e posteriormente os resultados oriundos do aumento da
concentracdo de AEA.

Neste trabalho, toda as simulacdes realizadas em bicamadas, foram feitas utilizando o
fosfolipidio DOPC (dioleoil fosfatidilcolina). A escolha do DOPC foi baseada na grande
quantidade de dados tedricos disponiveis para comparagdo [177,178,143,174], de dados
experimentais de interacdo entre a anandamida e o DOPC [67], além de ser um dos fosfolipidios

constituintes do cérebro onde o receptor CB1 é majoritariamente expresso.

5.1 DOPC

Seguindo o protocolo dos outros capitulos, comecaremos discutindo os parametros de
controle e validacGes da bicamada de DOPC. Os detalhes da simulacdo estdo na se¢éo 2.14 no
capitulo de matérias e métodos. Seguiremos comparando os resultados obtidos da DM com
dados da literatura.

Os dados de controle verificados foram a energia potencial e a temperatura dos 100ns
finais de simulacdo, mostrados na figura 27, da mesma forma como na simulagdo em agua, 0
equilibrio termodinamico ficou caracterizado pela flutuacdo da energia potencial, mostrada na
ao redor de valores médios, com um ajuste linear com coeficiente angular de uma parte em 10’
do valor significativo da energia. Para a temperatura, 0 comportamento é essencialmente o

mesmo, com os Vvalores de equilibrio em 300 + 2 K.
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Dados de controle, ndo serdo mostrados para as outras simulagdes com o intuito de evitar
paginas desnecessérias, porém estes resultados foram realizados e analisados e seguem no

apéndice 1.

5.1.1 Densidade
Devido ao carater anfipatico dos fosfolipidios, eles formam bicamadas quando inseridos
em um meio aquoso, ocorrendo uma separacdo de fase entre 0 meio hidrofébico ou apolar e
hidrofilico ou polar. Dessa maneira a analise de densidade mostrada na figura 28 tem o intuito

de analisar se a presente simulacdo consegue reproduzir essas caracteristicas de uma bicamada.
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Denﬂdade(kghnﬁ
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S
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<
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Figura 28: Perfil de densidade para a simulacdo de DOPC em agua, em A) o DOPC, agua e as caudas
do DOPC, e em B) os grupos do DOPC.
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A figura 28 mostra os resultados de densidade para a simulagdo de DOPC pura, na parte
A) é possivel notar a separacdo dos meios hidrofobicos e hidrofilicos, o nucleo hidrofobico
representado pelas caudas do DOPC ocupa a posi¢do de -2 a +2 nm, sendo que ainda ocorre
uma pequena entrada de agua até a posicdo +1 nm. J& a regido hidrofilica ocupa o restante da
caixa, sendo representado pela 4gua e parte do DOPC.

Na figura 28B) esta evidenciado os grupos do DOPC e a solvatacdo da agua, a dgua
solvata o grupo colina, fosfato e glicerol, o grupo éster, por estar mais proximo no nucleo
hidrofébico, tem uma menor quantidade de agua ao seu redor. J& os dois ultimos 4tomos da
cauda do DOPC, representado como TER (terminal metil), ndo apresentam moléculas de agua
ao seu redor, confirmando a formacédo da bicamada. Esses resultados ja foram extensivamente
obtidos na literatura [143,174,73,179,180].

Para comparar se a bicamada simulada representa as caracteristicas de outras simulacoes,
andlises de espessura da membrana (d) e area por lipidio (ApL) foram calculados com o
software Apl@voro, que utiliza os poligonos de Voronoi para tais medi¢bes. Os resultados

obtidos estdo expressos na tabela 12.

Tabela 12. Dados de espessura da membrana (d) e area por lipidio (ApL) para a simulagdo de DOPC
e os resultados da literatura.

Simulacdes d (nm) ApL (nm?)
\Voronoi 3,95 0,02 0,63 £0,01
Literatura [143] 4,00£0,03 0,62+0,014

Os resultados apresentados na tabela 12 sdo bem proximos com os obtidos da referéncia
para 0 DOPC (Siu, 2008). Os dados obtidos com o apl@voro para a espessura da membrana se
encontram na barra de erro, assim como o0s valores de area por lipidio. Esses valores também

foram encontrados nas referéncias Dicksin, 2012 [179] e Rosso, 2006 [180].
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5.2 BICAMADA + AEAs

O objetivo desta tese é estudar se a anandamida consegue alterar as propriedades elasticas
das bicamadas, alternando assim os estados abertos ou fechados de proteinas inseridas nessa
membrana. Para investigar essas modificacdes nas bicamadas foram realizadas 5 simulacdes de
DOPC com concentracdes crescentes de AEA, os resultados dessas simulagdes serdo discutidos

nos préximos topicos.

5.2.1 Densidade

A conformacdo de partida para as AEAs foi no centro da bicamada, conforme mostra a
figura 19, porém através das simulacdes de US foi averiguado que a posi¢do de menor energia
para a anandamida ndo é localizada no centro da bicamada, mas com seus grupos cabeca
préximos a regido do glicerol e éster do DOPC, como elucidado na figura 26. Desta maneira
perfis de densidade foram tragados para investigar a posicdo da AEA nas simulagdes de
equilibrio, esses resultados estdo mostrados na figura 29.
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Figura 29: Densidade de massa normalizada de alguns componentes da simulacdo para as simulagdes
com diferentes quantidades de AEA. Em preto, resultados para o DOPC, cinza para o nucleo
hidrofébico do DOPC, representado por suas caudas, em azul a agua e em rosa hachurado a molécula
de anandamida.

As analises realizadas na figura 29 mostram que a anandamida fica inserida totalmente
na bicamada de DOPC. Nota-se que a agua se insere na bicamada e solvata parte da
anandamida. Em todas as simulagdes numeros iguais de moléculas de anandamida ficaram em
cada face da membrana, embora os picos de AEA sejam mais altos, sua base € mais estreita, o

que resulta em uma area igual nas duas faces da membrana.
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A posicdo da AEA em todas as simulacfes é a mesma encontrada como o minimo de
energia livre através da simulacdo da US, esse resultado indica que impendentemente da
conformacao inicial da simulacgéo, apds tempo de equilibracéo suficiente a AEA alcanca sua
posicao de equilibrio. Lynch em 2006 obteve 0 mesmo resultado de posicao, porém seu tempo
computacional foi consideravelmente menor do que deste trabalho, mostrando que a AEA
alcanca sua posicdo de equilibrio relativamente rapido [174].

5.2.2 Conformacao
Nesse topico serdo analisadas as conformacdes e parametro estruturais obtidas pelas
anandamidas nas diferentes simulagdes, e comparadas com os dados da US e da literatura.
Dessa maneira, a figura 30 mostra as propriedades estruturas da AEA para as diferentes
simulacdes, os resultados mostrados se referem a média de todas as moléculas presentes nas

respectivas simulac@es, os resultados individuais sdo mostrados no Apéndice 1.
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Figura 30: Parmetros estruturais da anandamida para as diferentes simulagfes deste trabalho, em A)
valores para o raio de giro (Rg), b) area acessivel ao solvente (AAS), C) e D) distancia média entre o
nitrogénio e o oxigénio, respectivamente com o carbono terminal da AEA.
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A figura 30 mostra os dados estruturais de: raio de giro (Rg), area acessivel ao solvente
(AAS), distancia entre o oxigénio e nitrogénio com o carbono terminal da cauda acilica, do-c e
dn-c. Para facilitar a comparacéo os resultados da simulagéo em agua e da janela 46 da Umbrella
Sampling estéo representados como os dois primeiros pontos em cada grafico, dessa maneira,
é possivel a comparacao direta das mudangas desses parametros em um ambiente hidrofilico,
representado como Agua (primeiro ponto) e o minimo de energia livre, representado por
Umbrella (segundo ponto).

A andlise estrutural mostrada na figura 30 exibe um aumento do raio de giro da &rea
acessivel ao solvente para as simula¢fes em bicamada, estes resultados estdo relacionados a
estruturacdo da anandamida, que em ambiente hidrofébico mantem uma estrutura mais
estendida, enquanto em agua ocorre uma dobra em sua cadeia de carbonos para diminuir a area
de contato com a &gua, influenciando assim nos valores de raio de giro e area acessivel ao
solvente (AAS).

A tendéncia de manter uma estrutura linear em ambientes hidrofobicos, é verificada
também quando se calcula a distancia entre os atomos de oxigénio (O) e o carbono terminal da
cauda da AEA, sendo que a maior distancia ocorre para a janela que representa 0 minimo de
energia (denominada Umbrella no gréafico) e o menor valor ocorre para a simulacéo realizada
em &gua. O mesmo ocorre para a distancia do nitrogénio (N) presente na regido da cabeca da
AEA com o carbono terminal (C). Esses dados reforcam a hipGtese que em ambiente
hidrofobico a anandamida tem a tendéncia de se manter a conformacéo estendida.

Para averiguarmos mais profundamente a estruturacdo da anandamida, investigamos 0s
angulos diedrais, seguindo a metodologia discutida na se¢do 4.1. Os resultados obtidos estéo na
tabela 13.

Tabela 13. Resultados da andlise de estruturas para as simulagées de equilibrio, os resultados obtidos
na US e pela literatura estdo mostrados para facilitar comparagoes.

Simulagdes Janela 46 - US Literatura
Equilibrio [175]
Estendida 31,3+2,0 32,3+2,1 43,4
U 11,0 +0,8 10,3 +0,4 15,6
J 14,3 +£1,2 13,8 +0,6 10,7
J 10,6 £0,9 109+11 20,7
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A tabela 13 fornece os resultados da anélise de estruturas para as simulacgdes de equilibrio,
esse resultado representa a média de todas as estruturas de AEA das simulagdes de equilibrio,
totalizando 32 estruturas, os resultados individuais estdo mostrados no apéndice 1. Para facilitar
a comparacao os resultados obtidos na US e na literatura foram colocados nas colunas ao lado.

Os dados estruturais mostrados na tabela 13, exibem uma concordancia entre as
porcentagens de estruturacdo para a simulacdo de equilibrio e de US, em ambos ocorre uma
preferéncia pela conformacdo estendida, mas passeia pelas outras estruturas. Quando
comparada aos resultados da literatura, referéncia [174], os resultados gerais sd0 0S mesmaos,
porém ocorrem mudancas nas porcentagens de estruturas, na literatura a conformacdo estendida
é a preferencial, se mantendo mais tempo estendida do que nas simulagdes de equilibrio dessa

tese, possiveis razdes para as diferencas nas porcentagens ja foram discutidas na se¢édo 4.1.
5.2.3 Posicao
Nesta secdo serdo abordadas as posi¢fes que a anandamida ocupa inserida na bicamada.

Para tal propdsito foi realizada o perfil de densidade normalizado dos grupos da anandamida e

dos grupos do DOPC, e estdo mostrados na figura 31.
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Figura 31: Densidades normalizadas para os grupos do DOPC e da AEA para as simulacdes de
equilibrio com diferentes quantidades de AEA. As curvas hachuradas se referem aos grupos da
anandamida.

A analise de posicdes de grupos resulta em picos de CH20H e NH bem definidos,
préximos ao grupo éster do DOPC, e com a cauda (TER-AEA) imersa no nucleo hidrofébico,
podendo passear por todo ndcleo hidrofébico, refletindo um perfil de densidade baixo e
alongado.
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O grupo CH20H parece possuir liberdade de movimentagdo maior do que o grupo NH,
seu pico, representada pela cor magenta hachurada, parece se deslocar ligeiramente nas
simulacdes, variando de bem préximo ao grupo glicerol, no caso da simulacdo de 2AEA, e mais
afastada, como na simulacdo de 12AEA. A posi¢do proxima ao glicerol se assemelha a posicédo
obtida na US, conforme ocorre um aumento da concentragdo parece haver um deslocamento
desse grupo para posi¢des mais proximas ao nacleo hidrofébico

Devido a modificacdo da posicdo do grupo CH20H da AEA na figura 31, com 0 aumento
da concentragdo, analises de minima distancia entre o grupo CH20H e os grupos do DOPC

foram realizadas, os resultados obtidos se encontram na tabela 14.

Tabela 14. Valores médios de minima distancia entre o grupo CH20OH da anandamida, com os grupos
do DOPC, para as diferentes simula¢des de equilibrio.

2AEA 4AEA 6AEA 8AEA 12AEA
COL 0,47+0,03 0,53+0,02 0,53+0,04 0,52+0,03 0,55+0,06
FOS 0,35+0,01 0,42+0,05 0,41+0,05 0,44+0,04 0,44+0,06
GLI 0,37+0,02 0,4+0,01 0,38+0,01 0,39+0,01 0,41+0,06
TER 0,93+0,05 0,8+0,06 0,81+0,11 0,72+0,19 0,83+0,06

Através dos resultados de minima distancia média mostradas na tabela 14, prece haver
uma modificacdo da posicao de equilibrio da anandamida com o aumento da concentracao, é
possivel perceber um afastamento do grupo CH20H da AEA com os grupos colina (COL),
fosfato (FOS) e glicerol (GLI) do DOPC, assim como uma aproximacéao ao carbono terminal
do DOPC (TER). Estes resultados indicam que a maior quantidade de anandamidas na
bicamada, faz com que estas se insiram mais membrana, e esta mudanga de posicionamento
poderia ocasionar mudancas na organizacdo da bicamada e assim afetar suas propriedades
globais ou elasticas.

Para investigar as modificagdes na bicamada ocasionadas pelo aumento da concentracéo
da AEA, ou mesmo pela mudancga no posicionamento das anandamida, fomos investigar as

alteracdes dos parametros globais da bicamada, sendo mostradas no préximo topico.
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5.2.4 Propriedades Globais

Neste topico serdo analisados as propriedades da bicamada que podem ser medidas em
laboratdrios ou através de dados de DM, propriedades como area por lipidio (ApL), espessura
da membrana (d) e parametro de ordem (SCD).

As primeiras andlises foram de espessura da membrana e area por lipidio, mostradas na

figura 32.
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Figura 32: Espessura da membrana (d) e area por lipidio (ApL) para as simula¢des de equilibro com
diferentes concentracdes de AEA.

A curva azul se refere aos dados de area por lipidio (ApL) e a curva preta aos valores de
espessura da membrana (d), ambas em funcdo da quantidade de AEAs na bicamada.

Os resultados obtidos revelam uma pequena modificacdo nesses valores, onde tanto para
a curva azul quanto para a preta os valores se encontram nos limites da barra de erros.

Esse resultado mostra que o aumento da concentracdo de AEA ndo ocasiona uma
mudanga estrutural perceptivel na bicamada lipidica, fato este que pode estar relacionado a
natureza anfipatica do soluto, que é muito parecida com a natureza do proprio DOPC, desta
maneira sua presenca nao faz alteracdes significativas nessa estrutura da membrana. Resultados

experimentais semelhantes foram obtidos na referéncia [67], onde 0 aumento da concentragdo
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de anandamida em uma bicamada de DOPC n&o ocasiona alteragdes significativas da espessura
da membrana, mas aumenta o encontro e o tempo de duracdo dos monémeros da Gramicidina.
Para analisar o empacotamento das cadeias acilicas do DOPC, foi realizada a analise de

parametro de ordem, mostrado na figura 33.
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Figura 33: Parametro de ordem (SCD) das cadeias acilicas do DOPC para as diferentes concentragcdes
de anandamida.

Analisando a figura 33, é perceptivel a pequena variagdo do ordenamento das cadeias
acilicas do DOPC com o aumento da concentracdo de soluto, assim como na figura 32, todos
os valores se encontram nas respectivas barras de erro. Este resultado complementa os
resultados da figura 31, onde a modificagdo do parametro de ordem pode ser relacionada a uma
modificacdo da espessura da membrana, por exemplo, ao aumentar o SCD levariamos a uma
bicamada mais ordenada e dessa maneira um aumento na espessura da membrana (d) e
consequentemente uma diminuicdo da area por lipidio (ApL). Ao ndo encontrar modificacGes
significativas em nenhuma dessas propriedades, temos o panorama que a AEA pouco altera as

propriedades globais da bicamada com sua presenca.
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Através das analises realizadas nesse topico, foi possivel concluir que o aumento da
concentra¢do da anandamida pouco altera as propriedades da bicamada lipidica. Resultado
semelhante foi obtido pela referéncia [67], onde mesmo sem alterar a espessura da bicamada, a
concentracdo de AEA aumenta o encontro da gramicidina, e ocasiona a passagem de ions

através da membrana.

5.2.5 Interacoes

As interacfes que a anandamida realiza serd o alvo de discussdo deste tdpico, desta
maneira a tabela 15 mostra os resultados de ligacGes de hidrogénio para o DOPC, AEA e agua.

Tabela 15. Ligacdes de hidrogénio entre o DOPC, AEA e 4gua para as simulacdes de equilibrio com
diferentes concentragbes de anandamida. Os resultados mostrados estdo normalizados pela
quantidade de moléculas por monocamada.

DOPC 2AEA 4AEA G6AEA B8AEA 12AEA

DOPC-Agua 6,39 629 636 6,33 6,35 642
DOPC - AEA - 125 112 118 112 112
AEA — Agua - 046 057 047 054 048
AEA — AEA - 0,004 0,005 0,005 0,006 0,016

A tabela 15 exibe os dados de ligacdo de hidrogénio para cada frame da simulacéo, para
facilitar a comparacdo, os resultados foram normalizados pela quantidade de moléculas na
monocamada, por exemplo, os valores referentes ao DOPC foram divididos por 64, ja para a
AEA pela metade da quantidade de moléculas na simulagdo, por exemplo, para a simulagdo
com 4AEAs, os resultados foram divididos por 2.

Analisando a tabela 15, podemos perceber que a interacdo principal do DOPC é com a
agua, realizando cerca de 6 ligagcdes e somente 1 com a anandamida. Ja a anandamida, interage
com a agua e 0 DOPC e muito pouco consigo mesmo, ou com as outras moléculas de
anandamida presentes. Ocorre um aumento da quantidade de ligaces de hidrogénio entre as
moléculas de AEA na simulacdo com 12, ou seja, 6 por face, a grande quantidade de
anandamidas faz com que elas se tornem mais proximas e interajam mais entre si, porém mesmo
com esse aumento a interacdo principal continua sendo com o DOPC e com a agua.

Ocorre uma diminuigdo das ligagcdes de hidrogénio entre 0 DOPC e AEA com a aumento

da concentracdo, este resultado deve estar relacionado a posicéo da anandamida nas simulagoes
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de maiores concentragdes, como se encontram mais inseridas na bicamada, ocasionando um
distanciamento do grupo fosfato, e assim diminuindo as ligagdes de hidrogénio.
Para investigar mais profundamente as ligacfes de hidrogénio, a tabela 16 apresenta a

porcentagem de ligacdes de hidrogénio dos grupos do DOPC e AEA, entre si e com a agua.

Tabela 16. Porcentagens médias de ligac6es de hidrogénio por frame para os grupos do DOPC e AEA
entre si e com a agua. Os valores mostrados na tabela foram obtidos a partir da tabela 15.

DOPC 2AEA 4AAEA 6AEA S8AEA | 12AEA
DOPC-AGUA
FOS-Agua 60,5% 60,8% 60,8% 60,7% 61,1% 60,9%
EST-Agua 39,5% 39,2% 39,2% 39,3% 38,9% 39,1%
DOPC-AEA
FOS-CH20H - 17,5% 7,8% 8,0% 6,8% 10,6%
EST-CH20H - 15,8% 22,6% 22,6% 24,5% 18,8%
AEA-AEA
- 0,2% 0,3% 0,3% 0,4% 0,9%

Analisando a tabela 16, nenhuma mudanga parece ocorrer com a interagdo do grupo
fosfato (FOS) e éster (EST) do DOPC com a agua, porém alteracdes ocorrem nas interacdes
com os grupos da AEA. Ocorre uma diminuicdo percentual das ligaces de hidrogénio do grupo
CH20OH da AEA com o grupo fosfato (FOS) com o aumento da concentracdo, da mesma
maneira ocorre um aumento dessas ligacdes com o grupo éster do DOPC (EST). Este resultado
esta relacionado a posicdo da AEA, por estar mais proxima ao ndcleo hidrofébico, acaba se
afastando do grupo fosfato e se aproximando ao grupo éster, o que levaria a estas alteracdes nas

ligagdes de hidrogénio.
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5.2.6 Discussdo

Nesse capitulo, foram apresentados os resultados das simulacdes de equilibrio com
diferentes concentraces de anandamida, partindo do DOPC puro até 12 moléculas de AEA.
As conformac0es de saida para as dindmicas foram com as moléculas de anandamida inseridas
no centro da bicamada (z=0), com seus grupos cabecas alternados entre a face positiva e
negativa da bicamada.

Ap0ls 400ns de estabilizacdo, foram realizados 100ns de producdo, os quais foram
analisados, as AEAs se deslocaram do centro da bicamada até a regido de interface, com o
grupo CH20H da AEA proxima aos grupos glicerol e éster do DOPC. Sua cauda, fica inserida
no nucleo hidrofobico, juntamente com as caudas do DOPC. Com o aumento da concentracao
de AEAs na bicamada ocorre um deslocamento de sua posicdo de equilibrio, na simulacdo com
2AEA, uma em cada monocamada, o grupo CH20H fica mais préximo ao grupo glicerol da
membrana, enquanto o aumento da concentragdo faz com que este mesmo grupo fique mais
préximo ao grupo éster, essa modificacdo da posicdo faz com que as ligacGes de hidrogénio
com o grupo fosfato diminuam e aumentem com o grupo éster.

A estruturacdo do soluto € preferencialmente estendida, cerca de 30% do tempo
analisado, porém com grande liberdade conformacional passeando pelas outras estruturacdes.
A conformacdo estendida era esperada, pois devido ao seu carater anfipatico semelhante aos
fosfolipidios, sua estrutura principal deveria se aproximar a do DOPC, com seu grupo
hidrofilico voltado para a dgua e préximo aos grupos cabeca do DOPC e com sua cauda inserida
no nucleo hidrofébico, por haver pouco espaco para a movimentacdo da cauda, e por ser um
ambiente livre de moléculas de &gua, a cadeia de carbonos da AEA acaba se mantendo mais
tempo estendida que nas simulacGes em agua. Devido a flutuacbes nas posicBes, 0 que ndo
ocorre na simulacdo da US, a porcentagem de tempo estendida é ligeiramente menor nas
simulacdes de equilibrio em comparacdo a US.

O aumento da concentracdo de anandamida pouco interfere nas propriedades da
bicamada, os resultados para area por lipidio, parametro de ordem e espessura da membrana,
ndo se mostram sensiveis a quantidade de AEA inseridos na bicamada, tendo todos seus valores
dentro da barra de erros, esse resultado embora surpreendente ja foi obtido e idealizado pela
literatura [72]. Recentes dados experimentais de uma membrana de DOPC e concentragdes
crescentes de anandamida revelam que ndo ocorre mudangas nos valores de espessura da
membrana, porém somente a insercdo faz com que ocorra um aumento da passagem de ions

[67]. Cantor ja havia discutido que algumas concentragdes de soluto na bicamada, embora
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suficientes para (des)ativar seu efeito bioldégico ndo influenciam as propriedades de
empacotamento da bicamada [71,70,72].

Com os resultados discutidos € possivel responder duas questfes propostas no objetivo

deste trabalho:

“Como a AEA se comporta no interior da membrana? ”
Com sua estrutura preferencialmente estendida, mantendo seus grupos cabeca voltados
para a face aquosa, proximo ao grupo glicerol e éster e fazendo ligaces de hidrogénio com o
grupo fosfato e éster do DOPC. A posi¢do da anandamida na bicamada parece ser influenciada
pela concentracdo de anandamida, quanto maior a quantidade de soluto mais inserida na

bicamada (préxima ao nucleo hidrofobico) a AEA se torna.

“Quais propriedades ela altera? ”
As propriedades da bicamada de DOPC pouco se alteram com a inser¢do da AEAS,
mantendo os valores de area por lipidio, espessura da membrana e parametro de ordem com

resultados semelhantes aos obtidos pela bicamada de DOPC pura.
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6. Pressao Lateral

Neste capitulo serdo abordadas as mudancas no perfil de pressdo lateral causada pela
insercdo de moléculas de anandamida em uma bicamada de DOPC. Como mostrado nos
capitulos anteriores, a anandamida é uma molécula anfifilica e se insere na bicamada
fosfolipidica com seus grupos polares voltados para a regido das cabecas do DOPC e com sua
cauda acilica junto as caudas do DOPC. Cantor [72] j& havia discutido que mesmo com
pequenas alteracBes nas propriedades estruturais da bicamada, 0s analgésicos alteram
grandemente a PL da bicamada ao qual se particionavam, sabendo que a AEA particiona em
uma bicamada, pouco afeta as propriedades estruturais da membrana e possui um carater
anfifilico, a investigacdo das alteracdes no perfil de pressdo lateral parecem ajudar a elucidar
os efeitos da anandamida em uma bicamada de DOPC.

As concentragdes crescentes de anandamida pouca alteram as propriedades da membrana,
Ccomo a sua espessura, area por lipidio e o parametro de ordem, porém ocorre uma diminuigédo
de suas ligacGes de hidrogénio com o DOPC. Este resultado parece estar relacionado com a
posicao relativa a membrana que a AEA ocupa. Com 0 aumento da concentracdo, se afastam
do grupo glicerol e se aproximam do carbono terminal do DOPC, consequentemente ocorre um
afastamento do grupo fosfato que leva a diminuicdo das ligacGes de hidrogénio.

Dessa forma, como as mudancas estruturais na bicamada ndo parecem sensiveis a
concentracdo de AEA, é pertinente investigar se ocorrem mudancas nas propriedades elésticas
da membrana que poderiam modificar o estado conformacional das proteinas inseridas na
bicamada. Para obter estes resultados foi calculado o perfil de presséo lateral das simulacGes de

equilibrio e os resultados obtidos estdo mostrados na figura 34.
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Figura 34: Pressdo normal e lateral para as simulag6es de equilibrio. A linha inteira representa a
pressao lateral, enquanto a tracejada se refere a pressao normal.

A figura 34 mostra o perfil de pressdo lateral e normal das simulagdes realizadas nesse

trabalho para as diferentes concentracGes de anandamida, onde a linha inteira representa a

pressdo lateral e a linha tracejada representa a pressdo normal ao plano da bicamada. A

simulacdo foi realizada a uma temperatura de 300K e o perfil da PL foi calculado utilizando a

metodologia proposta por Ollila et al. [73] sem nenhuma restri¢cdo de ligacéo, e detalhado na

secdo 2.13 do capitulo de materiais e métodos.
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Os perfis foram centralizados, fazendo com que o0 zero represente o centro da bicamada,
todas as curvas passaram por um processo de suavizacao.

Os perfis da PL, como esperado, apresentam as mesmas caracteristicas para todas as
simulacdes realizadas. Analisando a curva da esquerda para a direita, vemos que o perfil
apresenta valores proximos de zero na regido aquosa, valores positivos para a regido interfacial,
indicando uma forte repulsdo entre as cabecas fosfolipidicas, seguidos de valores negativos,
correspondendo a contracdo da area da bicamada para impedir a entrada de agua na regiao
hidrofobica da membrana e na regido das cadeias acilicas encontra-se um pico positivo,
resultante da alta mobilidade das caudas do DOPC. O pico central ndo é encontrado em nossas
simulacgdes pois a dupla ligagdo das cadeias acilicas do DOPC desloca o pico para a regido
interfacial [181,70].

A PL obtida na figura 34 pode ser comparado a simula¢es de DOPC da literatura, o
formato das curvas obtidas neste trabalho e na literatura estdo de acordo, pequenas diferencas
aparecem devido a modificacdes de protocolos, porém em todos 0s casos as caracteristicas
descritas acima permanecem inalteradas [91].

O perfil de pressdo lateral é obtido pela diferenca da pressdo lateral e normal, mostrada
na equacdo 2.33. Portanto a figura 35 mostra os perfis da PL para as diferentes quantidades de
AEA das simulacbes de equilibrio. Para facilitar a comparacdo, todas as curvas foram

centralizadas e colocadas na mesma figura.
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Figura 35: Perfil de presséo lateral p(z) para as simulag6es de equilibrio com diferentes quantidades
de AEA.

Analisando a figura 35, na regido das cabecas fosfolipidicas, correspondente a posi¢édo
aproximada de £2 nm, ocorre uma diminuicao da PL com o aumento da concentracdo de AEA,
este mesmo efeito ocorre na regido das caudas, representada como o pico localizado préximo a
10,75 nm. Efeito contrario ocorre na regido proxima a +1,5 nm, onde a concentracdo aumenta
a PL dessa regido.

Este resultado mostra claramente uma dependéncia da PL com a concentracdo de AEA,
e estd de acordo com o esperado, a insercdo da AEA altera as propriedades elasticas da
membrana que podem ser claramente notados pelas alteragdes do perfil de pressao lateral.

A anandamida é sintetizada a partir do fosfolipidio POPE, uma das caracteristicas deste
fosfolipidio é ter um grupo cabeca pequeno se comparado a outros, dessa maneira ao inserirmos
a anandamida poderiamos relacionar seu efeito ao de um fosfolipideo de POPE, Gullingsrud
em 2004 [182] encontrou uma diminui¢do da PL na regido das cabecas para a simulacdo de
POPE em comparacgdo com a de POPC, esse mesmo efeito parece ocorrer, onde a inser¢éo de

AEA diminui a PL na regido das cabegas mas acaba aumentando na regido das caudas.
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Outra possibilidade para os diferentes valores de PL para as diferentes concentracoes,
pode ter sido ocasionado pela modificagdo na posi¢do da AEA, foi discutido no capitulo 5, que
conforme aumenta-se a quantidade de anandamidas na bicamada, ocorre uma modificacdo em
sua posic¢do, onde se aproxima do nucleo hidrofdobico, consequentemente se afasta da interface.
Ao se afastar da regido das cabecas dos fosfolipidios um espaco ficaria aberto, o que levaria a
uma diminuicéo da presséo lateral, como ocorre com o perfil na regido +2nm. Da mesma forma,
sua nova posicdo, mais proxima ao grupo éster afetaria a PL, deixando menos espaco e

aumentando o valor da pressdo proximo a regido 1,5 nm.

As mudancas no perfil da PL, sugerem uma alteracdo das propriedades elésticas da
membrana causadas pela insercao de anandamida, e essas modificacGes estdo relacionadas aos
valores dos momentos da PL pelas equacdes 2.34 e 2.35, dessa maneira foram calculados os

valores dos momentos, e 0s resultados estdo mostrados na tabela 17.

Tabela 17. Valores do primeiro e segundo momento, M1 e M2, respectivamente para as simulagfes
com diferentes concentracdes de AEA.

M1[102J/M] M2 [10%]] M1 [KeT] M2 [KzeT]
DOPC -2,87 -1,94 -0,69 4,7
2AEA -9,1 5,9 -2,27 -14,3
4AEA -10,8 7,9 -2,6 -19,2
6AEA 11,1 11,5 2,7 -27,8
8AEA -15,4 -10,6 -3,7 -25,7
12AEA -14,1 -7,13 -3,4 17,2

Esta disponivel na literatura dados de M1 para o DOPC, o valor obtido foi de -16,1.10
12 3/m [91], este resultado é mais negativo do que o encontrado neste trabalho (-2,87.102 J/m),
porém a simulacdo da literatura foi obtida para a temperatura de 323K, enquanto neste trabalho
todas as simulacdes foram realizadas a 300K.

A temperatura produz alteracGes na estrutura e transi¢ao de fase de uma bicamada, que
podem levar a mudancas conformacionais na membrana, medidas de espalhamento difuso de
raio-X para uma bicamada de DOPC, mostram que a bicamada tende a ficar mais fina com o
aumento da temperatura, e que seus parametros elasticos como, o modulo de curvatura diminui

conforme a temperatura aumenta [183]. Ao comparar nossos resultados com o da literatura
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nota-se a mesma tendéncia, a simulagdo com maior temperatura [91] possui um valor menor de
M1, que pode ser relacionado ao madulo de curvatura através da equacéao 2.34.
Parece haver uma dependéncia entre os momentos da PL e a concentracdo da

anandamida, para facilitar a visualizacdo a partir dos dados da tabela 17 foi feito um grafico,

cujo resultado esta mostrado na figura 36.
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Figura 36: Momentos da pressao lateral. Em preto os valores para M1, e em azul valores para o M2.

Através da figura 36, nota-se claramente uma tendéncia de queda para 0s momentos, ao
fazer um ajuste linear, o coeficiente angular para 0 M1 é de -0,78 ko T/nm e para 0 M2 ¢ de -
11,6 ko T. O que indica uma queda mais acentuada para a segundo momento, recordando que
este esta relacionado ao modulo de curvatura gaussiana. Devido a falta de resultados teoricos e
experimentais para 0s momentos do sistema AEA/bicamada nédo é possivel a comparagdo com
a literatura. Porem mesma tendéncia de queda foi observada para o sistema quetamina/POPC
[87].

Para entender se essas diferencas nos valores dos momentos sdo suficientes para alterar

as propriedades elasticas de uma bicamada, os dados obtidos na figura 36 foram colocados nos
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modelos propostos por Cantor [162], e discutidos na introducéo e detalhados na sec¢do 2.13 do
capitulo de matérias e métodos.

Para a aplicacdo do modelo é necessario conhecer a variacdo da area em funcdo do eixo
z, para a transicdo de estados de uma proteina transmembranica, AA(z), para isto algumas
argumentacdes mecanicas foram propostas e essa variagao de area, juntamente com a variagcao
dos momentos foram concentrados no parametro a, que representa a variagdo das modificagoes
elasticas e mecanicas através da inser¢do das moléculas de anandamida, os valores obtidos para
0 pardmetro o obtidas pelo modelo de inclinacdo cooperativa e de hélices dobradas se

encontram na tabela 18.

Tabela 18. Valores do parametro alfa para as simulagdes de equilibrio com diferentes quantidades de
anandamida. Estes resultados foram obtidos para o método Inclinacéo cooperativa e hélices dobradas.
A Ultima coluna se refere a relevancia do valor obtido.

Inclinacdo Cooperativa Hélices Dobradas Relevante

2AEA 302 -2,33 Sim
4AEA -4,55 -3,22 Sim
6AEA -1,25 -4,46 Sim
8AEA -6,61 -4,82 Sim
12AEA -4,80 -4,53 Sim

A tabela 18, mostra os valores de o para 0s modelos de Inclinacéo cooperativa e de hélices
dobradas ambas propostas por Cantor , a literatura mostra que se esses valores sao maiores que
In(2)~0,69 hd a modificacdo dos parametros estruturais da bicamada que poderiam gerar
abertura ou fechamento de proteinas transmembranicas [184], ou seja, a modificacdo das
propriedades elasticas da bicamada seriam relevantes para 0 modelo.

Os resultados obtidos mostram que em ambos modelos o valor limite de o foi alcangado,
e € possivel notar uma tendéncia de aumento do médulo do valor conforme aumenta-se a
concentragdo de AEA. Como o valor obtido para o € menor do que zero, 0 modelo propde que
ocorra uma ativacdo das proteinas transmembranicas, ou seja, a inser¢cdo da anandamida
favorece uma ativacdo ou abertura das proteinas ou canais i0nicos, para evidenciar a
dependéncia da concentracdo com ativagdo das proteinas foi realizado um grafico tipo dose-

resposta, mostrado na figura 37.
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Figura 37: Fracdo de proteinas ativas por concentracdo de AEA para os modelos propostos por Cantor,
A) Inclinacéo cooperativa, B) Hélices Dobradas.
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A figura 37 mostra um gréfico dose resposta, onde f é o fator de abertura dos canais para
a concentracdo de anandamida na bicamada, em ambos modelos foi assumido que 10% dos
canais estariam no estado aberto na auséncia da anandamida. Nos dois modelos aplicados,
inclinacdo cooperativa e hélices dobradas, foi obtida uma curva de ativacdo, ou seja, a
concentracdo de anandamida aumenta a fracdo de proteinas abertas, induzidas pelas mudangas
na pressdo lateral. Entretanto o modelo de inclinagdo cooperativa tem o efeito mais
pronunciado, chegando a abertura maxima em uma concentracdo aproximada de 1,52 mol%, ja
para 0 modelo de hélices dobradas esse valor é proximo de 1,7 mol%. Ambos valores

representam uma quantidade aproximada de 6 AEAs para 128 fosfolipideos.

6.1 Discussao

Utilizando dindmica molecular para simular as modificagfes causadas pela anandamida
em uma bicamada de DOPC, foi possivel averiguar as modifica¢6es no perfil de PL ocasionados
pelo aumento da concentracdo de AEA. Os resultados obtidos neste capitulo mostram que a
anandamida € capaz de modificar o perfil de presséo lateral de uma bicamada de DOPC, estas
mudancas quando associadas aos parametros elésticos da bicamada revelam que a crescente
concentracdo de AEA leva a membranas com menores valores de médulo de curvatura e
modulo de curvatura gaussiana.

Associando os valores de momentos da PL com os modelos geométricos propostos por
Cantor, a partir da concentracdo de 1,7mol% de AEA ja é suficiente para ativar 100% das
proteinas transmembranicas. Dados experimentais corroboram com os dados obtidos neste
trabalho, resultados experimentais de canais de gramicidim A (gA), mostram que a
concentracdo crescente de AEA aumenta a frequéncia da aparicdo de canais assim como seu
tempo de vida médio, sem apresentar grandes alteracfes nas propriedades na bicamada, estes
resultados sugeriam que ocorreria uma modificacdo na pressdo lateral, que facilitaria o
formagéo do canais de gA [67].

Resultados semelhantes foram obtidos para a interagdo de fitoquimicos com uma
bicamada de POPC, mesmo com modestas alteracfes nos parametros globais da membrana
(&rea por lipidio, espessura da membrana e parametro de ordem), a insercé@o destas moléculas
alteram o perfil de pressdo lateral e consequentemente as propriedades elasticas da bicamada
[185].

Com estas andlises é possivel responder as duas Ultimas perguntas propostas nesta tese:
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E) Sera que a crescente concentracdo de AEA altera a presséo lateral?

Sim, o perfil de pressao lateral mostrado na figura 35, claramente sofre alteracGes com
a presenca da anandamida. Na regido da interface membrana/agua ocorre uma diminuicédo da
PL, seguidos de um aumento na regido entre as cabegas e as caudas acilicas e novamente uma
diminuicdo na regido das caudas. Estas modificages de PL foram associadas a maior insercao

da anandamida na bicamada com o aumento da concentragéo.

F) Poderia ela ser capaz de alterar a pressao de tal forma que resultaria em uma abertura

ou fechamento de proteinas de membrana, explicando assim seus efeitos sem receptores?

Através da figura 37, a crescente concentracdo de anandamida faz com que as proteinas
transmembranicas mudem do estado inativo para o ativo, a partir de uma concentragdo
aproximada de 1,7mol% de AEA.
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7. Conclusao

O intuito deste trabalho foi investigar o modo de acdo independente de receptor para a
anandamida, para isso, foram realizadas simulagdes por dindmica molecular para uma bicamada
de DOPC com crescentes concentragdes de AEA, além do célculo de energia livre para insergdo
da AEA na bicamada, e a partir destes resultados entender quais propriedades seriam alteradas
pela presenca da anandamida em uma bicamada lipidica.

Os resultados obtidos indicam que a anandamida tem seu minimo de energia livre inserido
na bicamada lipidica, sua conformac&o preferencial é a estendida, porém possui alta liberdade
conformacional, o que a faz visitar outras estruturacdes dentro da bicamada. Sua posicdo na
bicamada parece depender da concentracdo de AEA, em baixas concentracdes tem seu grupo
CH20H proximo ao glicerol e fazendo ligagdes de hidrogénio com o grupo fosfato, ambos do
DOPC. Ao aumentar a concentracao, as ligacoes de hidrogénio com o fosfato diminuem, e a
AEA se aproxima do centro da bicamada.

As modificacdes estruturais na bicamada de DOPC sédo pouco alteradas devido a presenca
da anandamida, propriedades como espessura da membrana, pardmetro de ordem e area por
lipidio mantiveram praticamente os mesmos valores da simulacdo do DOPC puro (todos 0s
resultados se encontram nas respectivas barras de erro), porém houve grande variacdo no perfil
de presséo lateral nas simulacdes.

Através do perfil da PL, é possivel relacionar as propriedades elasticas da bicamada de
DOPC com os momentos da PL, dessa maneira, ocorre uma diminuicdo dos valores das
propriedades elasticas da bicamada com a inser¢do das anandamidas, essas alteracdes poderiam
levar a uma transicdo nos estados de proteinas de membrana e explicando assim o efeito
independente de receptor da AEA.

Para testar essa hipotese, foi utilizado modelos geométricos que representariam estas
proteinas transmembranicas, e associadas aos momentos da PL (coeficientes elasticos da
bicamada) foi possivel associar uma concentragdo de aproximadamente 1,7 mol% de AEA para
ativar 100% das proteinas apenas com as modificaces dos coeficientes elasticos da bicamada.
Embora ndo ha& dados experimentais comparativos, efeito semelhante foi obtido
experimentalmente nos canais de gramicidim A, onde o aumento da concentracdo de

anandamida, aumenta a frequéncia de encontros da gA e o tempo de vida do poro.
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Todos estes resultados reforcam a hipdtese que além da interacdo direta com os
receptores, a anandamida também interaja com a bicamada fosfolipidica modulando a atividade

de algumas proteinas de membrana.
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APENDICE A: Energias Potenciais e Temperatura

para as simulacoes de Equilibrio.
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Figura A.1: Pardmetros de controle para as simula¢des de equilibrio, na coluna da esquerda a
energia potencial, e na coluna da direita a temperatura.

Tabela A.1: Porcentagens de estruturas para todas as anandamidas das simulacdes de

equilibrio.
I U H Uext Usim J
2AEA-1 14,2+0,3| 10,60,3 | 8,4+0,3| 13,7+0,3| 13,3+0,3 | 10,0+0,3
18,5 +0,4
- + + + + + +
2AEA-2 17,6 £0,4 148+0,3| 12,1+0,3| 9,5+0,3 | 12,3+0,3 | 13,0%0,3 9,9 10,3
4AEA-1 14,4 +0,4 9,8+0,3 | 7,7+0,3 | 13,5+0,3 | 13,8+0,3 9,6 +0,3
20,7 0,4
4AEA-2 14,2+0,3| 10,5+0,3| 7,5+0,3| 13,4+0,3| 14,0+0,3 | 10,50,3
19,9 +0,4
- + + + + + +
4AEA-3 16,5 +0,4 13,4+0,3| 10,2+0,3 | 9,4+0,3| 14,1+0,3| 13,9+0,3 | 11,610,3
4AEA-4 13,1+0,3| 10,6+0,3 | 9,3+0,3| 14,0+0,3 | 13,5+0,3 | 12,0%0,3
16,8 +0,4
- + + + + + +
6AEA-1 16,3 +0,4 13,1+0,3| 12,0+0,3| 9,6+0,3| 12,6 +0,3 | 13,9+0,3 | 11,4%0,3
- + + + + + +
6AEA-2 14.7 £0,4 13,4+0,3| 12,1+0,3| 9,2+0,3| 14,0+0,3 | 14304 | 11,1%0,3
6AEA-3 159+0,4 | 10,7+0,3 | 8,5+0,3| 13,2+0,3| 12,8+0,3 | 10,3 10,3
17,7 0,4
- + + + + + +
6AEA-4 17,6 £0,4 143+0,3| 11,9+0,3 | 8,3+0,3| 13,3+0,3| 13,1+0,3 | 10,2+0,3
- + + + + + +
6AEA-5 173 £0,4 13,9+0,3| 11,3+0,3| 8,8+0,3| 12,6 +0,3 | 13,3+0,3 | 11,3%0,3
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6AEA-6 191 40.4 15,4+0,4 | 10,0x0,3| 7,9%0,3| 13,3+0,3 | 13,3:0,3 | 10,310,3
- + + + + + +
8AEA-1 17.4 +0,4 16,30,3 | 10,2%0,3| 8,6%0,3| 13,0#0,3 | 12,4+0,3 | 10,510,3
- + + + + + +
8AEA-2 19,1 0,4 15,2+0,4 | 10,8+0,3 | 8,5+0,3 | 13,4+0,3 | 12,5%0,3 9,6 +0,3
- + + + + + +
8AEA-3 19,8 £0,4 15,0+0,4 | 10,30,3| 7,7%0,3| 13,5+#0,3 | 12,8+0,3 | 10,2 10,3
- + + + + + +
8AEA-4 19,8 £0,4 16,5+0,4 | 10,1+0,3| 8,1+0,3| 13,2%0,3 | 12,0%0,3 9,6 +0,3
- + + + + + +
8AEA-5 173 £0,4 143+04 | 11,4+0,3| 8,5+0,3| 13,4+0,3| 13,9+0,3 | 10,2+0,3
- + + + + + +
8AEA-6 19,2 £0,4 149+04 | 10,4+0,3| 7,9+0,3| 12,9+0,3| 14,0+0,3 | 10,2+0,3
- + + + + + +
8AEA-7 18,2 +0,4 13,8+0,3 | 11,1+0,3| 8,7%0,3| 13,2+0,3 | 13,0t0,3 | 10,810,3
8AEA-8 15,2+0,4 | 10,7+0,3 | 8,8+0,3| 14,3+0,3| 11,8+0,3 | 10,4 0,3
17,0 +0,4
12AEA-1 13,8+0,3 | 11,1+0,3| 8,4+0,3| 13,0%0,3| 14,5+0,4 | 10,3 10,3
19,0+0,4
12AEA-2 16,5 0,4 95%0,3| 6,1+0,3| 12,810,3 | 12,60,3 8,710,3
23,4+0,4
12AEA-3 13,8+0,3| 10,8+0,3| 7,6+0,3| 13,4+0,3| 12,6+0,3| 10,50,3
20,7 £t0,4
12AEA-4 12,0+0,3 | 12,8+0,3| 9,9+0,3| 12,7+0,3| 15,3+0,4 | 12,310,3
15,2 +0,4
- + + + + + +
12AEA-5 17,4 £0,4 14,9+0,4 | 11,0%0,3| 9,2%0,3| 13,0#0,3 | 12,8t0,3 | 10,4 10,3
12AEA-6 139+0,3 | 11,0+0,3 | 8,2+0,3 | 149+04 | 129+0,3 | 11,4+0,3
16,7 +0,4
12AEA-7 156+0,4 | 10,7+0,3| 7,4+0,3 | 13,4+0,3 | 14,0%0,3 9,2140,3
19,6 +0,4
- + + + + + +
12AEA-8 19,4 £0,4 14,9+0,4 | 10,9%0,3| 8,7%0,3| 13,1%0,3 | 12,710,3 9,6 10,3
- + + + + + +
12AEA-9 16,5 £0,4 12,5+0,3| 12,8+0,3| 9,8+0,3| 12,4+0,3| 14,0+0,3 | 11,5%0,3
12AEA-10 152404 12,8+0,3 | 12,0+0,3 | 8,6+0,3 | 14,3+0,3 | 14,7+0,4 | 11,4+0,3
12AEA-11 12,1+0,3| 11,8%0,3| 9,7%0,3| 13,5+#0,3 | 152+0,4 | 11,910,3
15,5+0,4
12AEA-12 12,7+0,3| 12,0+0,3| 9,1+0,3| 12,8+0,3 | 15,7+0,4 | 10,9 0,3

16,4 +0,4
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Figura A.2: Perfis de M1 e M2, para as simulagfes de equilibrio.
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ANEXO A: Protocolo de utilizacao do software
GROMACS-LS

GROMACS-LS: Computing the Local Stress
Tensor from MD Simulations

Juan M. Vanegas and Alejandro Torres-Sanchez
juzan.m_vanegas@gmail com
torres.sanchez a@gmail .com

Universitat Politécnica de Catalunyz-BarcelonaTech,
Barcelona, Spain.

August 21, 2015

1 Introduction

This is a manual for GROMACS-LS, a custom GROMACS wersion to compute the local stress tensor in 3D from a
malecular dynamics simulation. This program computes the local stress based on the Hardy stress definition [see
Ch.B in Tadmor & Miller (2011) Modeling Materials: Continuum, Artomistic and Multiscale Techniques).
The atomic virial stress (A. P. Thompson et al., ). Chem. Phys. 131, 154107 (2009)) definition was also recenthy
added. Methodological details of the implementation can be found in:

Importance of Force Decomposition for Local Stress Calculations in Biomembrane Molecular Simulations
by J. M. Vanegas. A. Torres-5anchez, and M. Arroyo. J. Chem. Theor. Comput. 10, 601-T02 (2014).

Examining the Mechanical Equilibrium of Microscopic Stresses in Molecular Simulations by A, Torres-
Sdnchez, J. M. Vanegas. and M. Amroyo. Phys. Rev. Lert. 114, 28102 (2015).

Geomerric Derivation of the Microscopic Stress: A Covariant Central Force Decomposition by A. Torres-
Sanchez, J. M. Vanegas. and M. Arroyo. In preparation.

We have patched the GROMACS source code (v4.5.5) at various locations in the routines that calculate particles
forces and velocities. Our patches rely hea-nl*_-.r on the code structure and functmns implemented in a p{ewaus
local pressure c.:nde (obtained from http://rep .'::,.-'». gromacs.git/shortlog/ref
release—4-5-localpressure and £ L' /S ftp. gromac :':_.-':.':_ L'l:_-'::' TmE DS
tar.gz ]I This previous code implements the methu-dc-lc-g;\.r Dutllned in

3D Pressure Field in Lipid Membranes and Membrane-Protein Complexes by 5. Ollila et al. Phys. Fev.
Lett. 102, 078101 (2009).

1.1 Highlights of GROMACS-LS

# Decomposition of multi-body potential forces using:

1. Covariant central force decomposition [cCFDY) (Torres-5anchez A. Vanegas, 1. M. and Arroyo, M.
(Phys. Hev. Lett., 2015)).
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2. Non-covariant central force decomposition (nCFD) (N. C. Admal and E. B. Tadmor; 1. Elast. 100,
63-143, 2010).

3. Goetz-Lipowsky decompasition (GLD) (R, Goetz and R. 1. Lipowsky; 1. Chem. Phys. 108, 7307-7409,
15498.).

4. Method of planes (Heinz, A. Paul W. and Binder K. Phys. Rev. E. T2 066704 (2005)).

¢ Ability to output the total or individual contributions to the local stress such as those from vdw, electro-
statics, angles, and others.

¢ Finite discretization over a rectangular grid using tri-linear weight functions, which result in smoother stress
fields and also make the discretization exact regardless of the grid size.

» Consistent treatment of forces arising from bond constraints (LINCS, SETTLE and SHAKE algorithms),
which produces constant profiles for the normal component (perpendicular to the membrane plane) of the
stress. This is mecessary from an equilibrium stand-point and was an unresclved problem for stress profiles
obtained from atomistic membrane simulations.

» \irial stress per atom as defined in A. P. Thompson et al., J. Chem. Phys. 131, 154107 (2009).

If you publish results using GROMACS-LS, we kindly ask you to cite the papers by Vanegas et al., Torres-5anchez
et al., and Ollila et al., which we recommend you to read before continuing with the rest of the manual. In
these papers we show the main differences between the different definitions of the stress. We show that the virial
stress per atom and the stress from the method of planes do not satisfy balance of linear momentum, while the
stress from cCFD, nCFD and GLD do. We also show that the GLD and the stress from the decomposition on
geometric centers lead to non-symmetric stresses, which therefore do not satisfy balance of angular momentum.
The two flavors of the CFD do satisfy both balance of linear and angular momentum by construction. However,
for potentials beyond 4-body, such as CMAP, the nCFD leads to unphysical stresses. We therefore suggest that
the cCFD definition is preferred in any case.

The types of interaction potentials that are included in stress calculations and have been tested are the following:

s Bonds

Angles

Dihedrals | proper, improper, and Ryckaert-Bellemans)
Constraints (SETTLE and LINCS, SHAKE is included but has not been tested)

Wan der Waals

Coulomb (plain cut-off and reaction-field)

« CMAP

Az such, if you use this code to analyze a system that may use other types of potentials, we cannot guarantee
that it will be correct. Please thoroughly check the cutput of the program and compare to known quantities such
as the total pressure. For such comparisons you should first obtain the total virial pressure in double precision.
To do this, reanalyze the trajectory (i.e. mdrun_.d -rerun) using a double precision version of GROMACS and
recompute the pressure with genergy_d.



1.2 Summary of Recent Changes

The latest wersion of the code has undergone some significant changes that may affect its usage compared to

previous versions:

#+ The code now requires an external LAPACK library. This is need to decompose the higher order potentials

such as CMAFP, and it also makes the force decompaosition much more robust.

# |n order to be more consistent with the naming and avoid confusion, we have changed all references from

pressure to stress. | his affects the naming of programs
mdrun_LP is now mdrun_LS
and input flags

—lpgridx is mow —lsgridx

« With the addition of new force decompositions the —1=sfd has new options: cocfd [covariant central
force decomposition, default), nofd (non-covariant central force decomposition), gld (Goetz-Lipowsky

decompaosition), or mop (method of planes). We recommend to use cofd.

# A new flag (- 133a) has been added to select whether to calculate the spatial IKMN stress as before (option

spat, default) or the virial stress per atom [option atom)

& The CMAP b-body potential {used in combination with the CHARMM force-field) is now induded in the

decomposed potentials.
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# We now include a utility called tenzortools which replaces the individual c utilitiess binZxvg, binZ2nedf,

etc.

2 Installation

GROMACS-LS iz based on GROMACS version 4.5.5. While the vanilla 4.5.5 version can be compiled using both

the autoconf tools and CMake, this custom GROMACS-LS version can only be compiled with CMake.

External requirements: FFTW3, LAPACK

¥ou will nead to install a recent version of the FFTW32 library (in doubls precision and as shared library), CMaka,
and LAPACK [http:/ /wew.netlib.org/lapack). The LAPACK library needs to be installed as a shared library (.s0).
Compiling LAPACK with the autoconf tools can sometimes be a hassle, but recent versions can be easily compilad

and installed with CMake.

In=talling LAPACK with CMake

> tar -zxwf lapack-3.5.0.tgz
* od lapack-3.5.0

> mkdir build

» od build

» comake .. f

Lnam AR AR AR

Once the cocmake dialog comes up, press c to begin the initial configuration. Change the BEUILD_SHARED_LIES
flag to OMN and modify the CMAEE_THETALL PREFTIX wvariable to set the target installation directory. After

ccmake quits, you can follow the standard linux installation commands of make and make install.
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If you install FFTW3 and LAPACK with a linux distribution such as Ubuntu or Fedora, vou will also need to install
the development (header) packages. If you have installed the FFTW3 or LAPACK libraries in a non-standard
location (i.e. other than fusr/lib or fusrflocal /lib), then before running comake you should export the variables
FFTWI_ROOTDIR and CMAKE PREFIX_PATH, e.g.

export FFTW3I _ROOT DIR-/path/to/fftw3
export CMAKE PREFIXN_PATH=/path/to/lapack

Mow the installation of the custom GROMACS-LS package

Installing LAPACK with CMake

¥ tar -zxvf gromacs-4.5.5-1s-5.0.tar.gz
¥ od gromacs-d4.5.5-1s-5.0

¥ mkdir build

¥ od build

5 ccmaka . .S

Once the comake dialog comes up, press © to begin the initial configuration, and then modify the CMAKE_INSTALL PREFIX
wariable to set the target installation directory. Use the toggle feature of comake (press t) and check that the
paths to the FFTW3 and LAPACK libraries are correct.

Do not modify other variables unless you KNOW what you are doing. By default, the code is compiled in double
precision (this is absclutely necessary). it cannot be compiled with MPI or GPU support. and all programs have
the suffix LS. Press ¢ again and then g to generate the necessary Makefiles.

After comake quits, you can follow the standard linux installation commands of make and make install.

In addition to the GROMACS-LS code, we have also included two python programs:

Lstensor.py and tensortoocls

Litensor.py contains a number of modules that can be imported into other python programs for the analysis
of the data produced with the GROMACS-LS software. The tensortools utility provides an easy to use
command line interface to most of the modules available in the Letenzor. py file. These two files are installed
along with the other GROMACS-LS files in the bin folder. We discuss these tools in more detail in Section 2.2,

3 Using the Code

3.1 Apalyzing an MD Trajectory

For calculating the stress tensor in a MD simulation, we need a trajectory file | . t o) that contains both positions
and velocities at the same points in time. In this saction we show the steps you need to follow to calculate the
stress tensor and illustrate it in the particular case of a POPE membrane.

As individual components of the system may drift over time, e.g. a membrane may drift in the simulation baox,
it is a good idea to first center a given group of atoms (in this case, the POPE bilayer) in the center of the
simulation b, To do so, we use the tool trjoonv_LS with the original trajectory, traj.trr:

Center the molecule into the simulation box before analyzing the swess

% trjoconv_LE -f traj.trr —o trajl centersd.trr —-n index —-center -s topel.tpr
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fewsld

Bzlect group for centering

Group a [ System) has 11600 =lements
Group 11 FOFE) has 2&D0 eclamants
Group 21 Water) has SJ00 clamants

Balact a groupr 1

Mote that this trjconv_LE is a modified version of the vanilla one that places the center of mass, and not the
geometrical center as it is done by the original, of the selected index group at the center of the simulation b
You must always pass a .tpr file as part of the input, or the program will return a segmentation fault withouwt
an error message. This new traj_centered.trr is the trajectory we will use to analyze the stress.

The 3D stress tensor is obtained by “rerunning” the trajectory with the mdrun_LS. Since the —rerun option of
mdrun_LS outputs new . log, .edr, and . trr files, we suggest you first create a new folder and analyze the

trajectory within it:

Computing the stress with mdron 1.8

% mkdir strass
% od mstra=ss
$ mdrun_LS -= . ./topol.tpr -rerun ..ftraj_centered.trr

To save space you can recreate the . tpr file by setting all the output nst« variables to 0 in the .mdp file:

nstxout = 0
nstwout = 0
nstlog = 0
nstenergy = 0
nstxtcoukt = 0

If your simulation was performed with PME or another long-range electrostatic method, you will need to create a
new . tpr filke with the coulombtype set to Cut-off or Reaction—-field and a cutoff radius of at least
2.0-2.2 nm (see the Ref. 2 for more details). Maote that this does not change your original trajectory but the way
forces are calculated when analyzing each frame.

Az with other GROMACS tools, mdrun_ LS displays a help text running mdrun_LS —-h. mdrun_LS has saveral
special options for analyzing the stress:

Option Filename Typa Description

-ols localstress.dat Output mmneric data fila

Option Typa Valua Description

-localsgrid mal 0.1 spacing for local pressure grid (defaule = 0.1 nom)

—lsgridsx int o] Sat the local pressure grid size in the x
direction [(default use boow[iot] [22X] flocalsgrid)

—-lsgridy int o] sat the local pressure grid size in tha y
direction [default use box[YY] [YY]/localsgrid)

-lagridz int o] Sat the local pressure grid size in tha z
dipection [default use box [ZZ] [ZZ]/localsgrid)

-lscont string all Salact which contribution to write to ocutput

(default = all}r all, vdw, coul, angles, bonds,
dibp, dihi, dibrb, lincs, settlae, shake, cmap, wal



136

-lsfd string ccofd Exlect the type of foroce decomposition to ba
used: ccfd (covariant central force
decomposition, default), ncfd (non-covariant
central force decomposition); gld (Gostz-Lipowsky
decomposition), or mop {method of planaes)

-lssa string spat Zalact the type of stress to calculate:r spat
(=patial stress from IKM theory, defaulc), atom
(stress par atom)

With the flag — 015 one salects the output file where the stress tensor is stored. The size of the discretization grid
is given by several parameters. If your system was simulated at constant pressure, the program takes the size of
the box |boe [XIX], box[YY]. box[ZZ]) from the . tpr along with the desired grid spacing (with -localzsgrid).
and calculates the integer size of the grid and the real grid spacing, e.g. if the box size in the x direction is 5.37
nm and the given grid spacing is 0.1 nm, then the grid size in x is 53 and the real grid spacing becomes 0.1013
nm. The grd size in each dimension can also be overridden with the -1lsgridx, -lsgridy, or —lzgridz.
So if you are interested in calculating a stress profile along a given dimension, e.g. z, then you can use these
different flags together:

% mdrun_LS -5 .. /topol.tpr —rerun ..ftraj_centerced.trr -localsgrid 0.1 -lsgrids 1 -lsgridy 1

At the moment, only systems simulated with rectangular boxes can be analyzed. mdrun_ L3 can also return the
total or individual contributions to the stress with the - 1scont flag. At the moment the available contributions
are van der Waals, Coulomb, angles, bonds, proper dihedrals, improper dihedrals, Ryckaert-Bellemans dihedrals,
constraints {LINCS, SHAKE, or SETTLE), cmap, and kinetic.

Finally, the —1=£fd flag allows to select cne of two different decompositions for the forces between particles that
enter into the potential part of the stress. We advice you to use the ccfd option (set by default in the program)
that always provides a symmetric stress, thereby satisfying the balance of angular momentum from a continuum
viewpoint, and physically meaningful regardless of the number of particles involved in each additive potential of
the force field. The ncfd is eguivalent to the ccfd except for B-body potentials. On the other hand, the gld option
allows you to compute the stress from the decomposition by Goetz and Lipowsky (J. Chem. Phys. (1898) 17,
T3G7-7409). which has been widely used in biomembrane simulations. Please, take a close look to references 2
and 3 for a more detailed discussion about the differences between both decompositions.

The outputted . dat 0 file is a simple binary filz in double precision with the following format:

Format of the . dat0 binary file

precission sizeof (int) &l

baox = sizeof (doubla) 49
gridx = sizeof (int) sl
gridy = sizeof {int) sl
gridz = mizeof (int)sl

stresstansor sizeof (double) sJegridesgridysgridz

3.2 tensortools: Python scripts to post-process the stress fields

The command mdrun_L3 produces binary . dat 0 files that need to be post-processed for analysis. To make life
easier, we have included two tools tensortools and LEtensor.py that can load, transform and save these
bimary files in useful foemats. These python files are directly installed to the binary folder of the GROMACS-LS
distribution. These python utilities require recent versions of the Mumpy and Scipy packages. and optionally the
Proly package (http://prody.csb.pitt.edu/) when using some of the stress per atom options.
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3.2.1 LStensor

The LEtensor. py file defines what we call the LStensor object and corresponding analysis functions, which can
be used to post-process the data from the GROMACS-LS program. This object can load IKN stresses as well as
stresses per atom and convert these to a grid. It can also be used to compute the basic invariants of the stress
as well as its divergence. It also provides a number of functions to load PDOE files (stress per atom only) and to
store files in NETCDF, plain txt. and POE format.

3.2.2  ensortools

The other file, tensortools, is 3 command-line utility that can be used for a rapid post-processing of the
binary stress files. It uses the functions defined in LStensor.py and allows easy manipulation of the data. The
main options are:

-h, —halp show this help message and exit

-f [ipput.bin] [[input.bin] ...]
Bingle or multiple binary input files [must all have
the same grid size)

-v [] warbosa

—irep [spat] Input data representation, wvalvses: spat (spatial
stressfdensity distributed on a grid, default}, atom
{stress par atom]

—pdb [[structure.pdh]]
FOB file with atom cocrdinates [FOR STRESE FER ATOM

QHLY)

—itype [stress] Type of data such as density, stress tensor, or wector
field: dens, stress [(default), or wvaec

—mif [awg] How to process multiple input files, wvalues: avg
{default) or sum

—sym [] FOR STRESS ONLY. Separates the resultant stress in its

symnetric and antisymmetric parts, and creates two
outputs with the subscripts _sym and _asym

respectively

—prof z Output a profile along a given dimension, values: x,
¥, or = [default]

—integ = integrate out the stress profile along a given
dimension, walues: x, ¥, or z {default)

—gf 1.0 Froocess input throwgh a gaussian filter of a given

standard deviation {in units of the grid spacing, default=1.0)

——gridsp 0.1 0.1 0.1 (For atom to grid cooversion) Grid spacing for atom 2
grid conwversion [(defaulet 0.1, D.1, 0.1 nm)

—orep [spat] output data representation, waluves: spat (spatial
stmess/density distributed on a grid, defawult}, atom
{strass par atom)

—oformat [bin] output format, walwves: bin (i.e. binary .datD,
dafault), nc (NETCDF}, txt (default when wsing --prof],
or pdb (stress per atom only, creates a separate file for
each element in the tensar)

-0 output.bin output file

Some examples of basic usage:

Averaging multple input *.datd fles

tanzortools —f filel.daeld filel.dacd fileZ.datld -o stress.dacd

Conwersion to NETCDF format
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tensortools —-f file.datl --oformat nco -o stress.nc

Compute a swress profile along the y axis and save it o a vext file

tensortools —-f file.dat0 --prof y -o stroess.txt

Smooth data using a gawssian kernel with a standard deviation of B (in units of the grid spacing)

tensortools —-f file.datl --gf 8.0 -o stress.datd

Advanced usage:

Read the IKN stress from *.datl files, integrate out the z direcdon, smooth the data with a Gaussian filter of 25 [units of

the grid size), and write the resul in the file stress gf25.nc

tensortools —-f «.datl ——inte z ——oformat ne —--gf 25 -o stoess gf25.oc -w

Read the stress per auvm from *.datl files, load the PDB structure from stnuct.pdb, translate the daia to a grid with spacing

0.01, 0.01, 10, apply a Gaussian filver of 25 and smwre the result in stress_atom_gf25.nc

tensortools —£ ws.datl ——irep atom —-pdb struct.pdb ——orep spat —oformat nc -o
stress_atom_gf25.nc ——gridsp 0.01 0.01 10 —gf 25 —v

Mote that although the main purpose of LE3tensor. py and tensortools is to analyze the stress tensor binary
files, it can also manipulate other binary files such as those outputted by the g_density3D_LS urility.
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