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Resumo

Estratégias computacionais vém sendo cada vez mais utilizadas para auxiliar em diversos
campos da ciéncia. Este trabalho consiste no estudo por dinamica molecular do processo
de agregacao de moléculas do sal 1,4-distribuido-1,2,3-triazol interagindo com um anion
de acetato (dhmtAc). Tal molécula é tida como possivel farmaco contra Leishmania,
apresentando mais eficiéncia contra o parasito e menos toxicidade para o corpo se compa-
rado com farmacos ja comercializados. Mesmo afetando milhoes de pessoas ao redor do
mundo, a doenca é tida como negligenciada pela industria farmacéutica. O objetivo deste
trabalho é estudar a estabilidade estrutural de agregados micelares de dhmtAc e entender
seu mecanismo de formacao, a fim de identificar caracteristicas de sistemas que induzam
esse comportamento. Os dados cooperam com o processo de viabilizacao da molécula
como farmaco, permitindo diminuir futuramente sua citotoxicidade. Os resultados mos-
tram relacao direta entre a concentracao e as caracteristicas dos agregados observados.
Menores concentragoes (~0.07M) da molécula apresentaram agregados maiores (16 — 31
dhmt livres), enquanto maiores concentragoes (~0.12M) apresentaram maiores nimeros

de agregados de tamanhos pequenos (2 — 8 dhmt livres).

Palavras-chave: Modelagem Molecular, Simulacao Computacional, Dinamica Molecu-

lar, Micela, Derivado Triazolico de Miltefosina.



Abstract

Computational strategies are being used more and more to help in different fields of
science. This work consists of the study by molecular dynamics of the process of aggre-
gation of 1,4-distributed 1,2,3-triazole salt molecules interacting with an acetate anion
(dhmtAc). This molecule is considered a drug candidate for Leishmaniasis treatment,
exhibiting more efficacy against the parasite and less toxicity to the body in comparison
to already commercialized drugs. Even affecting millions of people around the world,
Leishmania is seen as a neglected disease by the pharmaceutical industry. The objective
of this work is to study the structural stability of micellar aggregates of dhmtAc and
to understand its mechanism of formation in order to identify characteristics of systems
that induce this behavior. The data cooperates with the process of the viability of the
molecule as a drug, allowing to decrease its cytotoxicity in the future. The results show
a direct relationship between the concentration and the characteristics of the aggregates
observed. Lower concentrations (~0.07M) of the molecule present larger aggregates (16 —
31 free dhmt), while higher concentrations (~0.12M) present larger numbers of small-sized

aggregates (2 — 8 free dhmt).

Keywords: Molecular Modeling, Computational Simulation, Molecular Dynamics, Mi-

celles, Triazolic Derivative of Miltefosine.
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1 Introducao

Estratégias computacionais vém sendo cada vez mais utilizadas para auxiliar em diversos
campos da ciéncia. Em particular, as areas de bioinformética e biologia computacional
tem o ferramental computacional como base para gerar e lidar com uma enorme quan-
tidade de dados (big data) e modelos computacionais (KATSILA et al., 2016). De fato,
modelos computacionais de sistemas bioldgicos sao necessarios para aumentar o enten-
dimento dos mecanismos presentes em moléculas, células, tecidos e até de organismos
inteiros. Como consequeéncia, as estratégias de modelagem computacional sao tidas como
cruciais para transformar a biologia de uma ciéncia descritiva, para uma ciéncia predi-
tiva (KUMAR et al., 2006). Dessa forma, se tratando do desenvolvimento racional de
farmacos, por ser um problema que possui como alicerce a predi¢ao, simulagoes compu-
tacionais e analise de dados para big data sao estratégias presentes em todo processo de
pesquisa e desenvolvimento, desde a identificacao de alvos e mecanismos de agao até a
escolha de candidatos a farmacos e estudos sobre a dinamica dos mesmos (KATSILA et
al., 2016), (KUMAR et al., 2006).

O presente trabalho consiste no estudo por dinamica molécula computacional dos
mecanismos de agregacao do sal 1,4-distribuido- 1,2,3-triazol interagindo com um anion
de acetato (dhmtAc). A molécula dhmtAc é um derivado nao classico de miltefosina,
composto de um acetato que interage de forma nao ligada com um anel aromaético car-
regado positivamente ligado ao radical H3C' e uma cauda com 10 carbonos ligados. Essa
molécula é tida como um possivel farmaco para o tratamento de leishmanioses, apresen-
tando maior eficiéncia contra o parasito e menor toxicidade para o corpo se comparado
com farmacos utilizados atualmente.

A molécula dhmtAc foi apresentada primeiramente por (STROPPA et al., 2017)
no trabalho intitulado “Effect of 1,2,3-triazole salts, non-classical bioisosteres of miltefo-
sine, on Leshmania amazonensis”. No trabalho, os autores apresentam diversos derivados
de miltefosina para utilizacao contra o agente etiolégico da leishmaniose, veja a Figura

1.1. O composto intitulado dhmtAc apresentou os melhores resultados contra o parasito
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Leishmania amazonensis quando comparados com os demais bioisésteros estudados, in-
clusive resultados melhores que os obtidos pela propria miltefosina comercial. Segundo
os autores, sua aplicacao se da por via intravenosa e seu mecanismo de agao se concen-
tra principalmente na desregulagao mitocondrial com redugao acentuada do potencial de
membrana (Aym) e aumento da producao de espécies de oxigénio reativo - do inglés
reactive oxygen species (ROS). Os estudos mostram atividade leishmanicida mediada via

apoptose e necrose do parasito.
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Figura 1.1: Protétipo das Estruturas Quimicas dos Derivados Nao-classicos de Miltefosina
Apresentados em Stroppa, P et. al., 2017

Contudo, qual o motivo de se estudar farmacos de combate a leishmaniose? As
leishmanioses sao um conjunto de doencas parasitarias que constituem um importante
problema de satde publica, especialmente nas regioes tropicais e subtropicais do mundo
(WHO, 2010). Elas sao causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae, que inclui
parasitas do género Leishmania, e transmitidas através da picada de fémeas infectadas de
vetores flebotomineos, enquanto se alimentam do sangue da vitima. Sao afetados pelas
leishmanioses, além do homem, vérios mamiferos silvestres (como a preguica, o gamba e

roedores) e domésticos (caes, cavalos, entre outros) (VILELA; MENDONCA, 2013).
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Pode-se dividir as leishmanioses em trés classes: a leishmaniose cutanea (a mais
comum), que ataca a pele, a leishmaniose mucocutanea, que ataca as mucosas, e a leish-
maniose visceral (a forma mais agressiva da enfermidade), que ataca érgaos internos.
Estima-se entre 700.000 a 1 milhao de novos casos da doenca por ano e em torno de
26.000 a 65.000 mortes no mesmo periodo. Felizmente, apenas uma pequena parte dos
infectados eventualmente desenvolverao a enfermidade (WHO, 2019). Os dados da Orga-
nizacdo Mundial de Saide (OMS) mostram que mais de 95% dos novos casos anuais das
doencas sao registrados em um grupo pequeno de paises, sendo o Brasil o tinico pais que
compoe, para todas as classes de leishmaniose, os grupos de paises com maiores nimeros
de novos casos em 2017 (WHO, 2019).

Mesmo afetando milhoes de pessoas ao redor do mundo, a doenca é tida como
negligenciada pela industria farmacéutica por apresentar altos custos no desenvolvimento
de novas drogas, mas pouco retorno financeiro (WHO, 2010), (SUNDAR; SINGH, 2018).
Além disso, é comum que o parasito da doenca, em alguma regioes, apresente aumento
de resisténcia contra os coquetéis classicos utilizados no tratamento. Isso implica na
utilizagao de maiores doses das drogas nos pacientes, aumentando a ocorréncia de efeitos
colaterais gerados pela toxicidade dos compostos (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010).

Nesse sentido, estudos como os apresentados em (SUNDAR; SINGH, 2018) sao
cada vez mais necessarios. O trabalho intitulado “Emerging therapeutic targets for treat-
ment of leishmaniasis” apresenta um compilado de novas moléculas que vém sendo propos-
tas como farmaco contra a leishmaniose. O objetivo é ressaltar tais estudos para que cada
vez mais pesquisadores estejam empenhados no estudo e validagao desses alvos. Com isso,
pode-se evoluir o poder medicinal dos farmacos, diminuir os efeitos colaterais nos pacien-
tes e vencer a resisténcia que o parasito vém adquirindo. O composto dhmtAc representa
uma abordagem nova de geracao de farmacos contra o parasito da Leishmania por meio
da construgao de bioisésteros de miltefosina (STROPPA et al., 2017). Essa abordagem
vem apresentando bons resultados, sendo a tunica nesse sentido listada no trabalho de
sintese de Sundar e Singh de 2018 (SUNDAR; SINGH, 2018).

Durante testes efetuados em laboratorio posteriormente ao trabalho de 2017,

STROPPA et al. observaram comportamento caracteristico de agrupamento dos compos-
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tos com a variagao da concentragao de dhmtAc. Utilizando dados de um espectrometro de
UV, o grupo identificou variagao nas amplitudes das medigoes, o que por sua vez, levava
a hipdtese de certo alinhamento das moléculas. Além disso, foi observado aumento da
estabilidade estrutural nos agrupamentos e sugeriu-se que havia no sistema a formagao
de nanoesferas do composto. Isso ocorre pelo fato da molécula ser anfifilica, ou seja,
apresenta propriedade hidrofébica na cauda carbonica e propriedade hidrofilica na cabeca
aromatica. Moléculas com essa propriedade tendem a se organizar quando dispostas em
solugoes aquosas, protegendo a parte hidrofébica da molécula por meio de uma camada
formada com a parte hidrofilica da molécula.

Existem diversas formas de organizacao molecular com propdsitos que tangem ao
do contexto apresentado, como monocamadas ou bicamadas de compostos, vesiculas ou
lipossomos e micelas (DEAMER et al., 2002). Espera-se uma conformagao micelar (em
nanoesferas) no agrupamento de moléculas de dhmtAc por comparacao com resultados
observados para moléculas com propriedades similares na literatura (MARRINK; TTELE-
MAN; MARK, 2000), (PHILLIPS et al., 2005), (YOSHII; OKAZAKI, 2006), (YOSHII,
IWAHASHI; OKAZAKI, 2006) e (LEBECQUE et al., 2017). A Figura 1.2 mostra esque-

maticamente como se dé a organizagao dessas moléculas.

"ru-:)/\(a\\J 2
4 1
ANV A

N =N
H,C~ CHy,COOr

e dhmtAc -/

Y
Grupo Hidrofilico N /)
\fmpo Hidrofébico - % O;S?é%

Figura 1.2: Esquema sobre a formacao micelar esférica da molécula dhmtAc em solugao
aquosa. Figura contém parte da arte de RUSNANO — Glossary of Nanotechnology and
Related Terms, 2011
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1.1 Motivacao

A industria farmacéutica, e consequentemente pesquisadores do desenvolvimento racional
de farmacos, conhecem a importancia de melhorias na absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo
e/ou excregao de farmacos pelo corpo - do inglés adsorption, distribution, metabolism,
and ezcretion (ADME). O ADME é parte crucial do processo para o desenvolvimento
de terapias farmacéuticas mais efetivas. Desde 1906, Paul Ehrlich ja propunha alterar
os mecanismos de distribuicao das drogas no corpo aliando drogas téxicas a segmen-
tos de moléculas (denominados magic bullets que possuiam alta afinidade por antigenos
especificos de células cancerigenas. O objetivo era melhorar a eficacia terapéutica do
cancer e diminuir a toxicidade das substancias fora do meio desejado (BATRAKOVA et
al., 2006). Esse era o inicio das técnicas para melhoramento de farmacos por alteragoes
atomicas, contudo, alterar moléculas nem sempre se mostra um caminho possivel, ja que
a proposta de alteracao na conformacgao pode estar ligada diretamente ao cerne de seu
mecanismo de acao. O avancgo da biotecnologia nos proximos anos proporcionou a criacao
de uma grande variedade de moléculas, muitas delas possuiam grande agao contra seus
alvos, porém muitas delas nao poderiam entrar em contato nem mesmo com a agua, in-
viabilizando a utilizacao da droga no corpo de seres vivos. Esse cenario exemplifica a
necessidade de pesquisa e desenvolvimento de técnicas para a entrega de medicamentos
como forma de viabilizar a aplicacao de moléculas recém-descobertas em candidatos a
medicamentos potentes. Além disso, técnicas de entrega podem melhorar significativa-
mente as terapias de drogas ja existentes, sem modificar a estrutura original dos farmacos
(BATRAKOVA et al., 2006). Mas como levar o medicamento ao local especifico de acao
sem prejudicar sua estrutura?

A literatura mostra que sistemas de drug-delivery (entrega racional de farmacos
no corpo), junto com os farmacos baseados em polimeros, emergiram da bancada de
laboratério nos anos 90 como uma estratégia terapéutica promissora para o tratamento
de doengas severas para o ser humano (BATRAKOVA et al., 2006), (LANGER, 2001) e
(DUNCAN, 2003). A utilizagdo de nanoesferas (chamadas micelas) como "bolhas’ para
os farmacos é uma das mais utilizadas por esse ramo de desenvolvimento biotecnolégico.

Nessa aplicagao, as micelas sao responsaveis por englobar as moléculas do farmaco e
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liberé-las no local de acao. Com isso, a farmacocinética é melhorada e a citotoxicidade
fora do alvo é reduzida. Desde descobertas até os dias atuais, tais solucoes sao amplamente
pesquisadas e aplicadas para moléculas pouco soliveis, drogas muito citotéxicas como as
do tratamento contra céanceres e diversas outras situagoes correlatas (CROY; KWON,
2006), (KEDAR et al., 2010), (BISWAS et al., 2016) e (IMRAN; SHAH et al., 2018).

O presente trabalho se trata de uma abordagem teérico-computacional da dinamica
de formacao de micelas do composto dhmtAc. Estudos como este cooperam com as
andlises de viabilidade do uso da molécula como farmaco. Além disso, oferece meios para
a compreensao do funcionamento da molécula em escala atomica, que por sua vez, permite
avancar em pesquisas sobre a otimizagao dos meios de entrega do farmaco no corpo. A or-
ganizacao de moléculas de dhmtAc em nanoesferas nos permite acreditar que a molécula
pode funcionar como sua prépria micela em uma estratégia de drug-delivery. Mesmo
com os testes experimentais que apontam a molécula de dhmtAc como toxicidade baixa
(CCs0 = 115.9uM e indice de seletividade > 115) (STROPPA et al., 2017), a utilizacao
de micelas permitiria reduzir ainda mais a citotoxicidade do composto e aumentar sua efe-
tividade como farmaco, melhorando a farmacocinética do mesmo. Para isso, é necessario
entender os mecanismos de formagao e estabilidade estrutural dessas organizacoes. O
estudo computacional sobre a dinamica de moléculas é denominado Dinamica Molecular

- explicitado posteriormente - e serd amplamente utilizada nesse trabalho. (KUBINYT;

MARTIN; FOLKERS, 1993), (HINCHLIFFE, 2005) e (SCHLICK, 2010).

1.2 Interdisciplinaridade

A cooperacao Tedrico-Computacional-Experimental nasce das limitacoes individuais das
formas de experimentar e pesquisar. Dentro dos desafios impostos a ciéncia, cada vez se
faz mais necessaria a utilizacao ciclica e integrada de pesquisas que englobam a teoria
com validagoes in silico, in vitro e in vivo em uma abordagem interdisciplinar. Este tra-
balho parte de uma observagao experimental que precisava de uma explicagao: “Como
se da a formacdo micelar e como avaliar a estabilidade da estrutura do dhmtAc como
fdrmaco?”. Por meios tedrico-computacionais, obtém-se compreensao dos fendomenos a

niveis atomicos, o que nos possibilita realizar predigoes sobre o comportamento do com-
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posto em diversas situagoes. Todas as predigoes efetuadas devem entao ser verificadas
experimentalmente de modo a validar todo o ciclo cientifico de pesquisa. Este esquema

ideal esta descrito na Figura 1.3.

Compreensao de processos atémicos e
predigoes de resultados experimentais.

A -
Colaboragao
Experimental Teérico-Computacional- Tedrico-computacional

Experimental

)
a—

Observagoes que precisam de explicagao
e verificagao de aproximacoes.

Figura 1.3: Esquema de cooperacao Tedrico-Computacional-Experimental no desenvolvi-
mento cientifico.

1.3 Dinamica Molecular

A Dinamica Molecular (DM) é um método de simulacao computacional (in silico) desen-
volvido durante a década de 1970, que estuda os movimentos de atomos e moléculas das
quais se conhecem o potencial de interacao entre estas particulas e as equagoes que regem
o seu movimento (MARTINEZ; BORIN; SKAF, 2007). Ou seja, a técnica de Dinamica
Molecular estuda a evolucao temporal do movimento de particulas em um sistema con-
trolado computacionalmente em escalas tao pequenas quanto necessarias.

As dinamicas moleculares podem ser divididas em cldssicas (DMC) e quanticas
(DMQ). O que difere esses métodos sao as equagoes que regem o movimento dos atomos
do sistema. As DMC consistem na resolugao numérica das equagoes de movimento da
mecanica cldssica (2* Lei de Newton) e as DMQ consistem na resolugdo numérica de
simplificagoes da equagao de Schrodinger (HINCHLIFFE, 2008). Por terem alicerce em
teorias diferentes, as DMC e DMQ se diferem em niveis de detalhes simulados. A DMC re-
aliza a simulagao com detalhes de atomos, sem contemplar fenomenos de reacoes quimicas,

enquanto a DMQ realiza a simulacao a nivel de elétrons, podendo simular reagoes quimicas
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entre as particulas do sistema (SCHLICK, 2010).

Para o estudo de configuracoes de sistemas de particulas, ainda existem as Si-
mulacoes de Monte Carlo. Porém, por se basearem somente em propriedades termo-
dinamicas e na distribuicao de Boltzmann para as configuracoes do sistema, nao se leva
em consideracao a evolugao temporal do mesmo. Sua aplicabilidade se resume em contex-
tos nos quais apenas as configuragoes mais provaveis sao buscadas (HINCHLIFFE, 2008).
Neste trabalho, queremos entender como as moléculas de dhmtAc interagem e evoluem
temporalmente. Para isso, utilizou-se das técnicas de Dinamica Molecular Classica.

No contexto de simulagoes por dinamica molecular, as forgas que atuam em cada
atomo do sistema podem ser obtidas pela derivagao de um conjunto de equagoes da
energia potencial do sistema, sendo essa iltima dependente apenas da estrutura espacial
do sistema molecular. As etapas para o calculo das trajetérias das particulas do sistema

estao dispostas na Figura 1.4.

v
Célculo de Energia E o i
(campo de forga)
v
Forgas F=-dE,/ox
— L
a,=F/m, —> | Trajetéria

Integragao v

Numeérica | o v, (t+dt) = (1), + a dt
v

x, (t+df) = x(t),+ v, dt
|

Figura 1.4: Passos para calculo de trajetéria de um sistema de particulas por dinamica
molecular cldssica. Onde E,, ¢ a energia potencial; ¢ é o tempo de simulacao; dt ¢ o passo
de iteracao temporal. Para cada um dos N dtomos simulados: x sao as coordenadas do
atomo; F' sao os componentes da forca resultante; a é a aceleragao; m é a massa do atomo
e v ¢ a velocidade (HOSPITAL et al., 2015).
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O conjunto de expressoes matematicas para o calculo de energia (E,.(X;)), jun-
tamente com os parametros atomicos obtidos por experimentos fisicos ou quimicos, cons-
tituem os campos de forga (force-field). A forma funcional bésica de um campo de forga
comumente inclui termos de atomos ligados covalentemente, que incluem propriedades
de ligacao, oscilacao e angulagoes, e de atomos nao-ligados, que descrevem as interagoes
eletrostaticas de longo alcance e potenciais de Van der Waals.

A forma explicita com os termos mais comuns de equacoes do campo de forca

CHARMM ¢ apresentado na Equagao 1.1 (JR et al., 1998).

Ny
Etotal = %ZKbn ( n bOn ZKG eOn ZKé £On
n=1

2 2
~~ v
I III
N¢ nonb paz’r Nnonb,pai'r q q
ij 147
S Kgn [1+ 05 (nadhn — 6,)] + ( + ( ) Y
TENELT ;5
n=1 n<k n<k 0rlij
~ v o ~ ~\~ - ~~
v 1% VI

(1.1)

Os termos I a VI da Equagao 1.1 sao termos referentes a atomos ligados covalen-
temente, onde o termo I representa o potencial harmonico para as N, ligacoes quimicas
e seus movimentos vibracionais, sendo K, a constante de Hooke, b e by os comprimen-
tos instantaneo e de equilibrio, respectivamente. O termo I descreve o potencial angular
para os Ny angulos formados por trés atomos ligados consecutivamente na molécula, sendo
Ky a constante de Hooke, 6 o angulo entre as ligacoes e 6y o angulo de equilibrio. O termo
I11 denota o potencial diedral impréprio entre os g angulos, formados pelos planos das
ligacoes que envolvem quatro dtomos; os termos K¢ £ e § denotam a constante de Hooke,
o angulo entre os planos e o angulo de equilibrio. Ja o termo [V refere-se ao diedral
préprio entre as N, torcoes em torno do eixo de ligagao quimica, sendo Ky a constante
que define a barreira de rotagao das ligacoes quimicas formadas, n é o niimero de minimos
assumido pela fungao, ¢ é variacdo do angulo e 6 é o angulo de diferenga de fase (0° ou
180°).

Os termos seguintes, V' e VI, descrevem a interagao entre pares de atomos nao

ligados, sendo que IV representa o potencial de Lennard-Jones, o qual possui um termo

6
atrativo entre os dtomos (interacdo de Van de Waals) que é definido por (’3” > , e um
ij
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. . B , A . .
termo repulsivo descrito por (r??) , onde r;; é a distancia entre os dtomos i e je A;; e
ij

B;; sao as distancias finitas minimas nas quais o potencial inter-atomico ¢ igual a zero,
ambos termos dependentes dos tipos dos atomos reagentes. Ja o termo VI representa
as interagoes de Coulomb, sendo ¢; e g; as cargas dos dtomos 7 e j, respectivamente, ¢
a permissividade elétrica do vécuo, €, a constante dielétrica do meio e r;; a distancia
entre os dtomos interagentes. Os valores desses termos podem ser escalados ou mesmo
desconsiderados caso o par de atomos nao ligados sejam vizinhos ligados indiretamente
por baixo grau (distancia entre os atomos < 3 ligagoes).

Apesar dos termos da Equacao 1.1 serem os mais comuns, é possivel que haja
campos de forcas que utilizem termos adicionais para modelarem propriedades especificas
do sistema de interesse. Como exemplo, pode-se citar o termo de Urey-Bradley, que insere
um fator harmonico adicional para a angulacao entre dtomos 1,3 nao ligados (como hi-
drogénios de uma molécula de dgua). Esse termo é comumente desprezado por apresentar
valores muito baixos, porém se mostra importante para estudar as deformacoes em um
plano ou para separar os modos de estiramento de ligacao simétrica e assimétrica, como
por exemplo, em moléculas alifaticas (JR et al., 1998). Outro termo recentemente pro-
posto no CHARMM36 é o potencial de CMAP, que trata-se de um termo cruzado entre
angulos diedrais do backbone de proteinas (¢ e 1) (JR; FEIG; III, 2004).

Além das equacoes e parametros do campo de forga, uma simulagao por dinamica
molecular deve possuir condi¢oes de contorno bem definidas. Neste trabalho, a modela-
gem dos sistemas conta com condigoes periddicas de contorno, que sao um conjunto de
condigoes usadas para aproximar um sistema finito de um sistema infinito de particulas.
Essa condicao relaciona a saida de um atomo da célula de simulagao com a entrada de
uma copia desse atomo na extremidade oposta da caixa. Essa caracteristica esta direta-
mente ligada com a manutencao do niimero de atomos no sistema durante a simulagao. Os
sistemas simulados também garantem a manutencao do volume e da energia potencial do
sistema. Essas caracteristicas definem um ensemble termodinamico NVE e sao garantidas
pelo uso de integradores simpléticos na resolucao numérica das equacoes dinamicas, como

os métodos numéricos Leapfrog, Velocity Verlet ou Position Verlet (SCHLICK, 2010).
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1.3.1 Métodos Numéricos em Dinamica Molecular

A escolha do método numérico de integracao estd diretamente ligada a confiabilidade
das simulacoes das macromoleculares do seu sistema. A classe de métodos simpléticos
¢é utilizada para resolucao de sistemas Hamiltonianos, ou seja, sistemas fisicos nos quais
as forcas sao invariantes da velocidade. Esses métodos possuem propriedades numéricas
favoraveis, teoricamente e na pratica, se comparados com métodos nao simpléticos, em
especial por preservar propriedades fisicas do sistema (SIMONSON;, 2001). A propriedade
simplética implica em bom comportamento durante as iteragoes dos métodos, por estes
apresentarem pequenas flutuagoes sobre o valor inicial do Hamiltoniano (conservado em
teoria, mas aproximado numericamente) e nenhum desvio sistemético nas energias, como
pode ocorrer ao utilizar métodos nao simpléticos (SCHLICK, 2010).

A Figura 1.5 mostra o comportamento simulado de um sistema nao-linear for-
mado por quatro moléculas de dgua (TIP3). O grafico mostra a evolugao da energia total
calculada pelo método simplético Verlet e pelo método nao simplético Runge-Kutta de
quarta ordem. E notével o desvio acumulado pelo método nao simplético, em especial
para pequenos intervalos de integracao, que sao os demandados no contexto de dinamicas
moleculares. O método simplético, apesar de aumentar a margem de oscilagao, nao se
distancia sistematicamente do valor inicial de energia total. Ademais, métodos que uti-
lizam menos passos nas iteragoes se mostram mais usuais, pois reduzem o consumo de
memoéria utilizada. As classes de métodos de Verlet véem apresentando bons resultados
para dinamicas biomoleculares, utilizando apenas resultados de uma iteracao anterior, em
seu formato explicito, o que reduz ainda, os calculos necessarios (SCHLICK, 2010).

Tendo em vista a importancia da manutencao de propriedades conservativas do
ensemble escolhido, utiliza-se um esquema Velocity Verlet para a simulacao de dinamica
molecular no programa NAMD (BERNARDI et al., 2018). Tanto o programa quando
o método de integracao citados foram os escolhidos para o desenvolvimento desse traba-
lho. Caracteristicas e parametros necessarios para a utilizagdo do NAMD sao descritos
posteriormente nesse trabalho.

O método de integragao Velocity Verlet é usado para avancar iterativamente as

posicoes e velocidades dos atomos no tempo. As iteracoes do método sao dadas pelas
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Figura 1.5: Evolugao da energia total de um tetramero de dgua (TIP3) simulado pelo
esquema de Verlet (linha continua) e pelo esquema de Runge-Kutta de quarta ordem
(linha tracejada) com intervalos de integragdo At = 0.1, 1fs. Referéncia (SCHLICK,
2010)

expressoes na Equagao 1.2. As matrizes de posigao (X™) e as matrizes de velocidade (V")
sdo atualizadas de forma explicita. O cdlculo das matrizes de aceleragao (A™) vem do
campo de for¢a por meio da relagao entre a matriz de massa (M) e a energia potencial

(E) da configuragao atual do sistema, dada por: A" = —M'VE(X™).

X = X7 4 AtV 4 AL AT
(1.2)
Vn+1 S VAT %(An + An-l—l)

Para reduzir o custo computacional dos cédlculos, geralmente sao utilizadas es-
tratégias de multiplos passos de tempo (do inglés Multiple Time Stepping - MTS). Neste
caso, interagoes locais (e.g., interagoes de ligagao, Van der Waals e interagoes eletrostaticas
dentro de uma distancia méxima) sao calculadas a cada passo de tempo. Ja as interagoes
de maior alcance (e.g., interagoes eletrostéticas além da distancia maxima) sdo compu-

tadas com menos frequéncia. A abordagem influencia diretamente nos termos que sao
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considerados no campo de forca em cada iteracao do sistema. Além disso, o NAMD
também permite empregar um intervalo de tempo intermediério (eg. X "+%) para as in-
teragoes nao ligadas de curto alcance, modificando a granularidade desse calculo quando
necessario, e executando célculo apenas para as interagoes ligadas nos intervalos de tempo

inteiros (BERNARDI et al., 2018).

1.3.2 Etapas de uma Dinamica Molecular

Toda dinamica molecular consiste em quatro etapas. Segundo (VERLI, 2014) e (NUNES

et al., 2015) podemos descrevé-las como:

1. Minimizacao: a funcao de energia potencial de moléculas é muito complexa, apre-
sentando diversos minimos e maximos locais. Apesar de existir um minimo global
de energia, atingi-lo pode ser algo dificil. Assim, a minimizacao tem como objetivo
encontrar um minimo local em que a biomolécula pode ser encontrada. Além disso,
a etapa de minimizacao de um sistema ¢é altamente recomendada, pois permite re-
solver problemas de sobreposi¢ao de atomos, interagoes instaveis ou desfavoraveis e

outras distorcoes na estrutura que podem levar a resultados nao confidveis.

2. Termalizacao: é a etapa de tratamento térmico do sistema. Este passo é necessario
para elevar a temperatura, partindo da temperatura de cristalizacao da molécula ou
de uma aproximagao da mesma para uma estrutura criada em softwares de desenho
molecular - conformacao inicial da molécula no sistema - e atingir a temperatura
desejada para simulagao. Durante a fase de aquecimento, as velocidades iniciais
dos atomos sao atribuidas a temperatura mais baixa e a cada passo de tempo as
velocidades sao recalculadas e ajustadas para temperaturas maiores. Este passo é
repetido até atingir a temperatura necessaria. As velocidades iniciais sao definidas
aleatoriamente, de forma a satisfazer a temperatura inicial especificada e respeitando

a funcao de distribuicao de Boltzmann.

3. Equilibracao: as etapas anteriores nao consideram o controle e estabilidade de
parametros como pressao, temperatura, volume e energia. O propédsito de realizar a

fase de equilibracao é estabilizar propriedades do sistema em valores desejaveis, com
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o intuito de reduzir variagoes bruscas nas medidas, responsaveis por instabilidade

estrutural da molécula e por resultados nao confidveis.

4. Producgao: partindo de um sistema equilibrado, essa é a fase final da simulagao
de dinamica molecular, na qual o sistema é simulado por um periodo de tempo
suficiente para observar as mudangas estruturais de relevancia biolégica. Durante
essa fase, as trajetdrias armazenadas em arquivos com a evolugao das coordenadas
dos atomos do sistema podem ser utilizadas para realizar calculos de energia média,

flutuacoes estruturais, etc.

1.3.3 Dinamica Molecular Acelerada

Os sistemas de dinamica molecular sao modelos cadticos, na forma que pequenas flu-
tuacoes no sistema inicial podem conduzir a evolucao do sistema em direcoes completa-
mente diferentes. A complexidade e os altos niveis de liberdade do sistema configuram
uma superficie de energia potencial rugosa, ou seja, com um conjunto extenso de minimos
locais de energia. O processo de DM busca estabilizar a energia do sistema em minimos
de energia potencial. Contudo, é comum que o sistema se estagne em um minimo local
e nao consiga evoluir para configura¢oes mais préximas do minimo global de energia. A
Figura 1.6 mostra um esquema da relacao entre conformacao e energia potencial associada
a uma proteina, porém, esse conceito pode ser estendido para qualquer molécula.

Primeiramente proposta por (HAMELBERG; MONGAN; MCCAMMON;, 2004)
e mais recentemente revisitada por (WANG et al., 2011), a dindmica molecular acelerada
(aMD) é um método de amostragem aprimorada que serve para melhorar a amostragem
de espago conformacional de um sistema. Na aMD, as barreiras de energia que separam os
diferentes estados de um sistema sao reduzidas. O método modifica o formato da superficie
de energia potencial ao elevar os valores de energia nos pocos de minimo que estao abaixo
de um certo limiar (threshold); acima desse limiar as energias nao sao afetadas. Como
resultado, as barreiras que separam as bacias energéticas sao reduzidas, permitindo ao
sistema amostrar espagos conformacionais que nao poderiam ser facilmente acessados em
uma simulacao classica de MD (BERNARDI et al., 2018).

Das variagoes existentes de aMD, o modelo padrao e o aplicado nesse trabalho, é
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Figura 1.6: Esquema ilustrativo de uma hiper-superficie de energia potencial para uma
proteina genérica (representacao cartoon). Cada conformagao possivel possui uma energia
potencial associada, e logo uma posicao na superficie ilustrada. Cada conformacao estavel
refere-se a um minimo local de energia na base da superficie ilustrada. Figura retirada
do blog de Maya Benowitz. Disponivel em www.mpbenowitz.work

o que insere impulsos de energia no potencial diedral das moléculas do sistema (aMDd), ja
que hé grande variacao conformacional em torgoes. Existem ainda as aDM de impulso no
potencial total (aMDT) e impulsos em ambos potenciais citados (aMDdual). No formato
de aMD originalmente proposto por (HAMELBERG; MONGAN; MCCAMMON;, 2004),
o sistema evolui naturalmente até atingir um valor de energia potencial inferior ao limiar
informado, geralmente definido como a média da energia potencial de equilibracao do
sistema (£). Quando o limiar ¢ atingido, um impulso AV(r) é adicionado a energia

potencial V' (r) do sistema guiado pelas Equacgoes 1.3 e 1.4.

Vi(r) =V + AV(r), (1.3)
AV(r) = 0 V(r) > E (1.4)
e vy <E |

A Figura 1.7 mostra o efeito das Equagoes 1.3 e 1.4 em uma funcao de energia

potencial hipotética. O parametro «, presente na Equacao 1.4, é denominado fator de
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aceleragao e define a amplitude da modificacao na superficie potencial. O valor de « é

inversamente proporcional ao tamanho dos impulsos aplicados e é sempre positivo.

Figura 1.7: Esquema do método aMD. Energia potencial original V' (r) (linha grossa),
limite de energia (threshold) E (linha tracejada) e perfis de energia modificados (linhas
finas) variando com a variagdo de o. Quanto menor os valores de «, menores sao as
barreiras que separam as bacias energéticas. Referéncia (BERNARDI et al., 2018).

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

O objetivo desse estudo ¢ analisar a estabilidade estrutural de conjuntos de moléculas
de dhmtAc em solucoes aquosas ionizadas e, desta forma, entender o mecanismo carac-

teristico de formacao de agregados micelares observado experimentalmente em laboratério.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Parametrizar a molécula de dhmtAc para o campo de forca CHARMM;
e Aferir o nimero de agregacao da molécula;

e Aferir as condigoes que proporcionem a formacao de agregados micelares do com-

posto;

e Testar a estabilidade dos agregados moleculares em ambiente mimético ao sangue

humano.
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2 Material e Métodos

Este capitulo é destinado a exposicao da trajetéria realizada para o desenvolvimento do
dado trabalho. Primeiramente, descreve-se o processo de construcao geométrica e parame-
trizacao das propriedades da molécula, seguido dos testes computacionais para a validagao
dos modelos criados. Logo apds, descreve-se o processo de construcao geométrica das es-
truturas micelares, a estratégia utilizada para a parametrizagao da micela e os testes
computacionais de validacao. Segue-se com as defini¢coes de meio sanguineo no contexto
das dinamicas do trabalho e com os ajustes da protonagao da molécula no pH sanguineo.
Descreve-se as configuracoes das dinamicas efetivas do trabalho, seguida de uma suma-
rizacao de todos os parametros e versoes de ferramentas utilizadas nas experimentacoes
computacionais. Por fim, sao apresentadas estratégias de extracao de dados de energia
do sistema e analise de agrupamentos moleculares.

O método seguido para os estudos das micelas se assemelha ao apresentada nos
trabalhos presentes nas referéncias (MARRINK; TIELEMAN; MARK, 2000), (BRAUN;
ENGELMAN; SCHULTEN, 2004), (YOSHII; IWAHASHI; OKAZAKI, 2006), (YOSHII,;
OKAZAKI, 2006) e (LEBECQUE et al., 2017). Estes trabalhos apresentam uma va-
lidacao tedrica-computacional de informacoes experimentais sobre a agregacao de certas
moléculas, permitindo concluir informacoes de concentracao que possibilitam maior esta-
bilidade estrutural dos agregados.

Contudo, no presente trabalho, por tratar-se de uma molécula nova, alguns da-
dos experimentais sao desconhecidos, como o nimero de agregacao ou a concentracao
critica para a formacao de micelas. Desconhecer esses parametros da molécula dificulta
todo o trabalho a ponto que os graus de liberdade de concentragao do composto e tempe-
ratura foram acrescentados nas simulacoes. Dessa forma, buscou-se configurar sistemas
em concentracoes proximas as apresentadas na literatura em trabalhos sobre moléculas
com propriedades semelhantes & molécula dhmtAc. Como essas estimativas ndao garantem
sucesso na simulagao, é necessario que haja possibilidade de termalizagoes multiplas do sis-

tema e amostragem aprimorada de conformacoes de estabilidade por dinamica acelerada.
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E importante ressaltar que as buscas por parametros geradas por conta da falta de dados,
aumentam considerativamente a demanda por recursos computacionais e configuram uma
das maiores dificuldade do dado trabalho.

Ademais, o trabalho de Johnston e colaboradores em 2016 (JOHNSTON et al.,
2016), concentra-se em descrever protocolos para a simulagao de micelas. Este trabalho
foi utilizado como modelo para o desenvolvimento de estratégias de analise dos resultados

por agrupamento de moléculas.

2.1 Construcao e Parametrizacao da Molécula

A estrutura quimica do dhmtAc foi obtida pelo contato com a equipe do Nucleo Multi-
funcional de Pesquisas Quimicas (NUPEQ) do Programa de Pés-graduacao em Quimica
da Universidade Federal de Juiz de Fora. Primeiramente, foi necessario gerar um ar-
quivo de geometria tridimensional do composto estudado utilizando o programa Spartan
(www.wavefun.com) e realizou-se uma minimizacao estrutural utilizando o campo de forga
CHARMM. A seguir, foi necessario gerar uma parametrizagao computacional para o com-
posto dhmtAc. Assim, a molécula foi dividida em acetado livre e dhmt livre. Por ampla
utilizagao, o acetato livre ja se encontrava parametrizado nos campos de forca.

Como o dhmt livre se trata de uma molécula proposta pelo grupo de pesquisa, foi
necessario parametrizar cada um de seus atomos. A metodologia escolhida consiste em
executar um calculo semi-empirico da distribuicao de cargas nos atomos das moléculas por
conta da carga positiva no nitrogénio do anel aromatico. Para isso, utilizou-se o programa
GABEDIT (ALLOUCHE, 2011) para visualizar a molécula e gerar um arquivo de entrada
(.mop) para a ferramenta MOPAC 2016 (Molecular Orbital PACkage) (JAMES, 2016) de
calculos semi empiricos. De posse do arquivo de coordenadas e da distribuicao pontual
de cargas da molécula calculada pelo MOPAC, foram realizadas inspec¢oes dos arquivos
de parametrizacao do CHARMM em busca de conformagoes atomicas que se relacionam
com as presentes na molécula em questao. Essas informacoes foram usadas para criar
um arquivo de parametriza¢gao da molécula (.par). Os tipos de atomos definidos e as
cargas calculadas foram utilizadas para a criagdo de um arquivo de topologia (.top). A

partir dos arquivos de coordenadas de atomos da molécula (.pdb ou .mol2) e o arquivo de
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topologia criado (.top), foi possivel construir um arquivo de topologia da molécula (.psf)
pela ferramenta psfgen, disponivel no software VMD.
A Figura 2.1 sumariza os passos descritos seguidos para a parametrizacao da

molécula de dhmt livre. A parametrizagao proposta é apresentada no Apéndice A.4.

NETITETES SRRRALEREERREEERETE : Inspegéo de
: o Parametros do campo - o~
parametros

5 de forga (.par) CHARMM

o Estrutura (.mol2)'

o Informagéo .
Fungao de Onda topologia
(PM3) (.top)

e (Carga global (+1)

Confecgéo de

Gabedit

arquivo de distribuicao topologia
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Figura 2.1: Fluxograma dos passos seguidos para realizar a parametrizacao da molécula
de dhmt livre. ' Apesar do arquivo .mol2 possuir informacao sobre cargas parciais dos
atomos, no inicio do processo tinhamos valores nao otimizados para as mesmas. Losangos
claro e escuro representam passo inicial e final, respectivamente. Contorno pontilhado
indica arquivo utilizado como entrada nas dinamicas moleculares.

2.2 Validacao da Parametrizacao Molecular

Apos parametrizar o composto, foi necessario efetuar simulagoes computacionais para a

valida¢do do modelo construido. Assim, foram realizadas quatro (4) simulacoes:

A

act livre: Simulacdo computacional de uma molécula de acetato livre;

B- dhmt livre: Simulagao computacional de uma molécula de dhmt livre;

Q

1-dhmtAc: Simulagdo de um composto dhmtAc;

v

4-dhmtAc: Simulacao de um sistema com 4 compostos dhmtAc;
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Para todos os sistemas de simulagao utilizou-se uma caixa ortorréombica (consi-
derando as condigoes periddica de contorno) solvatada com agua (TIP3), construida com
padding de 15A e ionizada com NaCl a 0,15 mol/L. A minimizacio seguiu em duas fases
de 100ps cada: (i) minimizacao do solvente e fons e com a molécula simulada fixada espa-
cialmente, (ii) minimizacao de todo o sistema. Em seguida, a termalizagao partiu de 298K
até 310K em (A), (B) e (C). O sistema (D) partiu de 277.15K até 310.00K para verificar
consequéncias de uma termalizagao mais gradativa. Em ambos os casos realizaram-se
500ps de termalizagdo aquecendo o sistema em passos de 0.0001K. Para os sistemas (B),
(C) e (D) foram executados 5ns de simulag¢ao da evolucao do sistema. O acetato livre (A)
ja é amplamente conhecido e difundido na literatura. Informacoes adicionais do sistema
estao dispostas na Secao 2.8 com os respectivos identificadores.

Espera-se observar uma molécula estdvel tanto com o acetato livre (A) quanto
com o dhmt livre (B), ambos interagindo com as moléculas de dgua e ions do sistema.
Em (C), espera-se observar certa iteragao entre o acetato e o anel aromdtico carregado.
Em (D) espera-se observar interacao entre as moléculas de dhmtAc, fortemente induzido

pelo crescimento gradual de temperatura proposto.

2.3 Construcao da Estrutura Micelar

Uma vez obtida uma molécula estavel e parametrizada de dhmtAc, partiu-se para a
modelagem geométrica da micela, que se trata de uma estrutura esférica composta por
um conjunto dessas moléculas. Durante a construcao da micela, para garantir a interacao
entre os atomos das moléculas de dhmtAc e evitar sobreposicao de atomos de diferentes
moléculas, assumiu-se como distancia minima entre moléculas 1.8A e maxima 3A.

A montagem da estrutura foi feita em etapas: primeiramente foi formado um
quadrante de circulo utilizando 4 moléculas do composto. A etapa foi realizada no pro-
grama GaussView (FRISCH et al., 2016). Em seguida, realizou-se a formagao de um
dos hemisférios da esfera com espelhamento e rotacao do quadrante, sendo realizado no
programa Pymol (Schrédinger, LLC, 2015). Duplicando-se o hemisfério obtido, tem-se
a esfera completa do composto. Apds esse processo, ajustes pontuais das moléculas fo-

ram realizados para garantir as distancias entre moléculas estabelecidas. Acetatos foram
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adicionados nos espacos vazios na superficie da nanoesfera, obedecendo as restricoes de
distancia estabelecidas, para evitar a quebra da estrutura por moléculas de agua. Em
todas as etapas, o arquivo de extensao .mol2 foi utilizado. A Figura 2.2 exemplifica os

passos seguidos para a construcao e ilustra a estrutura construida em cada etapa.

Figura 2.2: Processo de construcao da estrutura da micela. Visualizacao pelo VMD. Em
verde atomos de carbono, em azul atomos de nitrogénio, em vermelho atomos de oxigénio
e em branco atomos de hidrogénio.

A formacao da micela ocorreu de forma aproximada, uma vez que os resultados
experimentais nao indicavam o nimero de moléculas presentes nas micelas formadas pelo
composto. A estrutura basica gerada aproxima uma quantidade de moléculas no sistema,
contudo, as simulagoes nao limitam um eventual desmonte dessa estrutura inicial. Dessa
forma, ao simular o sistema completo com uma micela, espera-se descobrir o numero
médio de moléculas presentes nos agrupamentos estaveis desse composto. Variagoes da
concentracao do composto no sistema devem ser efetuadas em busca do aumento de
estabilidade estrutural e direcionar os resultados da pesquisa para um palpite do niimero
de agregacao do dhmtAc.

No processo de formacao da estrutura 3D da micela, obteve-se como resultado
uma esfera com 116 moléculas de dhmt livre e 131 moléculas de acetato. Com essa

estrutura construida, esperava-se realizar a minimizacao da energia, contudo, o tamanho
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da mesma nao permite que se realize tal calculo nas ferramentas disponiveis a pesquisa. A
alternativa escolhida para a solugao desse empecilho foi efetuar a minimizagao de energia
apenas como parte da equilibracao da dinamica molecular da micela, a priori, para fins
de otimizagao estrutural. Apds isso, a simulacao segue para se obter uma dinamica de
producao da estrutura desejada.

Os resultados obtidos para as simulagoes possuindo a micela construida como sis-
tema inicial serao comparados com resultados de simulagao partindo de uma distribuigao
aleatoria das moléculas no sistema. Dessa forma, pode-se investigar se a configuracao

inicial do sistema, neste caso, modifica os resultados de agrupamentos do composto.

2.4 Parametrizacao da Estrutura Micelar

Como a micela é formada de um conjunto de moléculas de dhmtAc, é necessério somente
garantir uma parametrizacao para uma das moléculas e criar uma forma sistemética de
perpetuar a parametrizacao para as demais moléculas do sistema. Assim, foi criado um
sceript .tel, que executa no VMD, capaz de separar cada molécula da estrutura micelar
criada e aplicar a parametrizacao definida. O algoritmo recebe arquivos de topologia
que contém as parametrizacoes do acetato e do dhmtAc livre, assim como o arquivo
de coordenadas da micela. No final do processo, obtém-se a parametrizacao de toda a
estrutura de entrada do algoritmo por meio de um arquivo de coordenadas padronizado

.pdb e o arquivo de topologia .pfs. O script criado é apresentado no Apéndice A.2.

2.5 Validacao da Micela

A validacao dos arquivos de topologia e parametrizacao da micela ocorreram por meio
de dois casos teste. As dinamicas descritas abaixo, DM1 e DM2, também servem para
gerar resultados preliminares para a pesquisa. Os resultados das dinamicas DM1 e DM2
serao comparados para analisar caracteristicas relativas a configuracao inicial do sistema

e concentragao de moléculas no mesmo.
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2.5.1 DM1: Simulacao de um hemisfério micelar - hem-micela

A estrutura simulada nessa dinamica é um hemisfério micelar (uma esfera cortada ao
meio), composta por 3.339 dtomos. O sistema de simula¢do é composto por uma caixa
de solvatacao aquosa (TIP3) de tamanho definido pelo tamanho da molécula somado a
25A de padding em cada eixo. A concentracdo idnica do sistema é 0,15 mol/L de NaCl
(padrao na literatura). O sistema preparado apresenta 110.662 dtomos. Isso define um
sistema com concentragao 0.0788M de dhmt livre e uma razao de 566 moléculas de agua
por dhmt livre. A temperatura de simulagao é de 293,15K (20°) - valor intermediario aos
das temperaturas dos testes experimentais: 288,15 (15°) a 298,15K (25°). Foi utilizado
cutoff para consideracio de interacdes nio ligadas locais de 10,0A.

Na dinamica, a minimizacao seguiu em duas fases de 100 ps cada: (i) do solvente
e fons e com a molécula simulada fixada espacialmente, (ii) de todo o sistema. A terma-
lizacao partiu de 273.15K até 293.15K em 100 ps com passos de 0.001K. Foram rodados

10 ns de simulacao na dinamica de producao.

2.5.2 DM2: Simulacao da micela completa - whol-micela

A estrutura simulada nessa dinamica é uma micela completa composta por 6.253 dtomos.
O sistema de simulagdo é composto por uma caixa de solvatacao aquosa (TIP3) de ta-
manho definido pelo tamanho da molécula somado a 25A de padding em cada eixo. A
concentragao ionica do sistema ¢ 0,15 mol/L de NaCl (padrao na literatura). O sistema
preparado apresenta 127.852 atomos. Isso define um sistema com concentracao 0.128M
de dhmt livre e uma razao de 349 moléculas de dgua por dhmt livre. A temperatura
de simulacao é de 293,15K (20°) - valor intermedidrio aos das temperaturas dos testes
experimentais: 288,15 (15°) a 298,15K (25°). Foi utilizado cutoff para consideragao de
interacoes nao ligadas locais de 10,0A.

Na dinamica, a minimizacao seguiu em duas fases de 100 ps cada: (i) do solvente
e fons e com a molécula simulada fixada espacialmente, (ii) de todo o sistema. A terma-
lizagao partiu de 273,15K até 293,15K em 100 ps com passos de 0,001K. Foram rodados

10 ns de simulacao na dinamica de producao.
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2.6 Meio Sanguineo e Protonacao da Molécula

Visto que a aplicacao proposta para o dhmtAc, pelo grupo de pesquisa experimental do
Nticleo Multifuncional de Pesquisas Quimicas (NUPEQ) do Programa de Pés-graduagao
em Quimica da UFJF, serd de forma endovenosa, é desejavel verificar se o agrupamento
dessas moléculas ocorre e permanece estavel em ambiente mimético ao sangue humano.
Para modelar esse ambiente, utilizou-se duas estratégias apresentadas a seguir.

A primeira estratégia foi verificar como se d4 a distribuicao de cargas e ligagoes da
molécula estudada com prétons (H ') quando a mesma é inserida em um ambiente de pH
do sangue (pH ~ 7.4). Esse processo é conhecido como estudo da protonacgao da molécula
e envolve mudancga de carga e massa da mesma, por conta de alteragoes das ligagoes com
hidrogénio. Para isso utilizou-se o programa Chemicalize (chemicalize.com) que retorna
a configuracao da molécula de entrada em diferentes valores de pH. O smile da molécula
informado foi [CCCCCCCCCCN1C=C(CO)[NH+](C)=N1] (hidrogénios periféricos omi-
tidos). A Figura 2.3 mostra os resultados do programa para a molécula de dhmt livre.
Os célculos do programa indicam que a molécula ja se encontrava na protonagao correta
para a simulacao no pH desejado.

A ressonancia prevista na estrutura ja era conhecida, porém nao pode ser si-
mulada por meio de dinamica molecular cldssica. Simulagoes moleculares que envolvam
quimica e dinamica de elétrons da estrutura sao modeladas por meio de dinamicas molecu-
lares quanticas. A distribuicao eletronica foi aproximada pelas cargas pontuais calculadas
pelo método semi-empirico na etapa de parametrizacao do composto.

A segunda estratégia de modelagem, foi ionizar o sistema com concentracoes
ionicas proximas as encontradas na corrente sanguinea. A Tabela 2.1 mostra as concen-
tragoes utilizadas para as simulagoes que envolviam o ambiente sanguineo.

Tabela 2.1: Concentracao ionica para as simulacoes em ambiente sanguineo humano.

Ton Concentracgao
(mol /L)
NaCl 0.150
KCl 0.005
CaCl2 0.002

MgCl12 0.002
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Figura 2.3: Resultados do programa Chemicalize de pKa e protonagao da molécula [CC-
CCCCCCCCNIC=C(CO)[NH+](C)=N1] (hidrogénios omitidos) - dhmtAc.

2.7 Dinamicas Efetivas

A molécula dhmtAc é estudada como possivel farmaco com via de administracao paren-
teral através injecao na corrente sanguinea. Dessa forma, espera-se observar o compor-
tamento dessa molécula em um sistema que simula o ambiente de acao do farmaco no
corpo. Além disso, estudar a estabilidade de agregados da molécula no sistema sanguineo
permite a investigacao sobre o uso de uma estrutura micelar como mecanismo de entrega
planejada da droga no corpo, diminuindo ainda mais os efeitos colaterais da droga no

paciente e aumentando a eficacia contra o parasito causador das Leishmanioses.

2.7.1 DM3: Simulacao micela concentragcao A - sys-ConcA

A estrutura simulada nessa dinamica é uma micela completa, composta por 6.253 dtomos.
As moléculas da micela devem se encontrar em sua protonacao caracteristica em ambiente
de pH 7.4 (pH médio do sangue). O sistema de simulagao é composto por uma caixa de
solvatagao aquosa (TIP3) de tamanho definido pelo tamanho da molécula somado a 25A

de padding em cada eixo. A concentracao ionica do sistema simula o ambiente sanguineo,
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como informado na Tabela 2.1. O sistema preparado apresenta 127.852 atomos. A tempe-
ratura de simulacao é de 293.15K (25°) (temperatura préxima a temperatura ambiente).
Foi utilizado cutoff de 12.0A. O reajuste do valor de cutoff permite consideracio de maior
niumero de moléculas vizinhas para a formacao de grupos moleculares.

Na dinamica, a minimizacao seguiu em duas fases de 100 ps cada: (i) do solvente
e fons livres e com a molécula simulada fixada espacialmente, e (ii) de todo o sistema.
A termalizacao partiu de 283,15K até 293.15K em 500 ps com passos de 0,001K. Foram

executados 35ns de simulagao de evolucao do sistema.

2.7.2 DM4: Simulacao micela concentracao B - sys-ConcB

A DM4 envolve a simulagao do sistema de micela completa com fons de sangue nas
mesmas configuracoes que na DM3, exceto por considerar um padding de 28A para a
criacao da caixa de simulagao. Esse valor garante concentragao de moléculas de dhmt
livre aproximadamente de 0.12M. Este valor de concentracao foi buscado para se apro-
ximar das condigoes de simulagao apresentado por Marrink et. al. (MARRINK; TI-
ELEMAN; MARK, 2000) em seu trabalho sobre agregagao espontanea de moléculas de
dodecylphosphocholine (DPC). O DPC possui comprimento de calda hidrofébica préximo
aos observados na molécula de dhmt livre. Essa propriedade é definitiva para a formacao
dos agregados. Estima-se que equiparar as configuragoes dos sistemas seja uma boa
hipotese para as concentragoes de favorecam a formacao de micela do composto dhmt
livre. Além disso, aumentar o padding da caixa de simulacao diminui a probabilidade
da molécula sofrer interferéncia prépria por conta das condigoes periédicas de contorno.

Foram executados 100ns de evolugao do sistema.

2.7.3 DM5: Simulacao micela B re-termalizacao - re-Temp

A simulacao DM5 parte do sistema ionizado como descrito em DM4, porém efetua uma
evolucao do sistema em diferentes temperaturas. Primeiramente, o sistema é minimi-
zado e termalizado (283,15K - 293.15K) como em DM4. Apds a obtengao de um sis-
tema ja equilibrado energeticamente, aproximadamente 80ns de evolucao computacional,

o sistema passa por uma segunda termalizacao elevando a temperatura de simulacao a
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309,65K (36,5°) (valor médio da temperatura de funcionamento corporal humano). A
nova termalizacao ocorre de maneira gradual durante 1ns. O sistema passa por uma nova

estabilizacao de 20ns.

2.7.4 DM6: Simulacao micela B dindmica acelerada - ac-DMd

A simulagao DM6 é uma dinamica acelerada, baseada em potenciais diedrais, a partir
do centésimo nanosegundo de DM4, para buscar diferentes configuragoes de estabilidade
do sistema. Dessa forma, durante a dinamica acelerada, foram adicionados potenciais
diedrais nas moléculas de dhmt livre quando o somatério de energia potencial diedral
dessas moléculas era menor que a medida média do somatério do potencial diedral do
sistema DM4 equilibrado. Como especificado na Subsecao 1.3.3, o fator de aceleracao
a = 29 foi ajustado por relagao a medidas utilizadas em dinamicas aceleradas de modelos
proteicos. A base do valor estd em um quarto do nimero de moléculas de dhmt livre no

sistema. Foram executados 50ns de evolucao do sistema em dinamica acelerada.

2.7.5 DMT7: Simulacao de automontagem da micela - rand-Start

Partindo de um sistema com 52 moléculas de dhmtAc em posigoes aleatdrias e concen-
tracao 0.12M de dhmt livre, o sistema simula a automontagem das micelas. O sistema ¢
ionizado com as concentracoes descritas em DM3, assim como utiliza as mesmas tempera-
turas de simulacao. Os resultados serao comparados com os obtidos a partir de sistemas
pré-estruturados em micelas. A concentracao definida foi fixada a partir das concentracoes

nas dinamicas anteriores para possibilitar a comparacao. O sistema evoluiu por 100ns.

2.8 Sumarizacao de Configuracoes e Parametros

As simulacoes desse trabalho foram efetuadas pelo programa de dinamica molecular
NAMD 2.11 (Nanoscale Molecular Dynamics) (PHILLIPS et al., 2005) em conjunto com
o software de visualizagdo VMD (Visual Molecular Dynamics) (HUMPHREY; DALKE;
SCHULTEN, 1996). O campo de for¢a utilizado é o CHARMM (Chemistry at Har-

vard Macromolecular Mechanics) (MACKERELL, 2001) que oferece parametrizacao para
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acidos nucléicos, lipidios, carboidratos e proteinas. O NAMD permite execucao em para-
lelo e em placas gréficas por API CUDA (anteriormente conhecido como Compute Unified
Device Architecture), propriedades necessérias para acelerar as simulagdes e andlises pro-
postas.

As execucoes das simulacoes ocorreram nas maquinas do cluster de computadores
do Programa de Pés-graduacao em Modelagem Computacional da Universidade Federal
de Juiz de Fora (PPGMC/UFJF). As méquinas utilizadas possuem processadores AMD
Opteron modelo 6.272 com 32 nucleos de processamento. Na arquitetura, elas estao
conectadas por rede Infiniband e Gigabit Ethernet. As execugoes CUDA em cada maquina
foram realizadas sobre duas (2) GPUs Tesla M2075 - driver versao 340.102. Sobre a
arquitetura, as maquinas executam Linux versao 3.10.0 - 693.5.2.e17.x86_64.

Os parametros invariantes entre as dinamicas sao ressaltados de forma unificada

a seguir:

e exclude=scaledl-4: Exclui dos cdlculos de energia de iteracao de longa distancia
os pares de atomos ligados por apenas um outro atomo (ligados a 2 passos) e escala

o valor para iteragoes de dtomos ligados a 3 (scaled1-4=1).

e cutoff!=12.0: Distancia limite em angstrom (A) para consideracao de interacoes de
Van der Waals e eletrostaticos locais. O valor é base para defini¢cao de switching=on;
switchdist=cutoff-2 e pairlistdist=cutoff+2 que definem o uso de fungoes de
suavizacao, inicio da troca de termos nao-locais e locais por funcoes de suavizagao
no campo de forca e distancia maxima para manutencao das listas de interacao dos

atomos do sistema respectivamente.

e stepspercycle=20: Numeros de passos de integracao calculados antes de uma atu-

alizagao de toda a lista de interacao dos atomos do sistema.

e timestep=2.0: Intervalo de tempo simulado nos passos de integragao (2fs/passo).
Esse valor alto de integracao demanda a definicao do parametro rigidBonds=all

que fixa as distancias de ligacao que envolvem atomos de hidrogénio.

1 Os valores utilizados para as dinamicas de validacio foram de 10.0A, contudo, o valor foi conside-
rado invariante apds o ajuste necessario para garantir que a dinamica molecular estivesse considerando
distancias suficientes para a formagao da micela.
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PME=yes: Utiliza o método Particle Mesh Ewald (PME) para a definicao da malha
e calculo de iteracoes de longa distancia.

Os parametros PMEGridSpacing=1.0 e fullElectFrequency=1 sao usualmente uti-
lizados para definir o espacamento dos pontos da malha em angstroms e o intervalo

de calculo das iteragoes nao ligadas em nimero de passos.

langevinPiston=on: Parametros de controle de pressao do sistema por meio de
calculos de Langevin Dynamics.
No parametro langevinPistonTarget=1.01325 informa-se a pressao desejada em

bar.

rescaleTemp=293.15: Temperatura que o sistema é mantido por meio de tempera-
turas re-escaladas.
O parametro rescaleFreg=1 informa a frequéncia, em passos de integracao, na qual

as velocidades do sistema sao re-escaladas.

dcdfreq=1000: Frequéncia, em passos de integragao, de gravacao da configuragao
da simulagao no arquivo binario de coordenadas. Demais saidas sao definidas nessa

frequéncia nos demais parametros.
A dinamica acelerara foi configurada com os seguintes parametros:

accelMD=on: Especifica ao programa que a dinamica acelerada sera ativada.

accelMDdihe=on: Especifica que os impulsos de energia ocorrerao na energia po-

tencial diedral.

accelMDE=5350: Especifica o limiar de energia potencial diedral aceito. Valor é
média da energia potencial diedral das moléculas de dhmt livre no sistema sys-ConcB

equilibrado.

accelMDalpha=29: Fator de aceleracao. Um quarto do nimero de moléculas no

sistema.

A Tabela 2.2, a Tabela 2.3 e a Tabela 2.4 apresentam os parametros que variam

entre as preparacoes dos sistemas de simulacao e entre as dinamicas de validagao e efetivas,

respectivamente, descritas nesse capitulo.
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2.8 Sumarizacao de Configuragoes e Parametros
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A Figura 2.4 esquematiza a linha do tempo das dinamicas efetivas efetuadas no
trabalho. Cada parte especificada permite a comparagao entre sistemas ou/e expressao

de bifurcagoes nas dinamicas efetuadas.

0 A35 50 A80 A100 A150 "

ns

Figura 2.4: Linha do tempo das dinamicas efetivas realizadas no trabalho. As dinamicas
re-Temp e ac-DMd sao sub-dinamicas de sys-ConcB e por isso apresentam tabulacao na
tabela. A Parte I resulta na comparacao entre os sistemas de sys-ConcA e sys-ConcB.
A Parte II resulta em uma bifurcacao na dinamica sys-ConcB em uma cépia do sistema
que passa por uma segunda termalizacao para elevacao da temperatura - re-Temp. A
Parte III resulta na comparacao entre os sistemas sys-ConcB e re-Temp, bifurcacao do
sistema sys-ConcB para uma simulacao com dinamica acelerada - ac-DMd - e comparagao
entre os sistemas sys-ConcB e rand-Start. A Parte VI resulta na analise do espago
conformacional na busca por estabilidade via dinamica acelerada - ac-DMd.

2.9 Analise e Extracao de Energias do Sistema

Um dos tipos de resultado de uma dinamica molecular consiste de um arquivo de trajetéria
dos atomos do sistema. Por sua extensao, os arquivos sao gerados e apresentados como um
arquivo bindrio de extensao .dcd. Com os parametros indicados nas dinamicas, cada 5ns de
dinamica dos sistemas tratados geram 2.500 frames de gravagao, que sao aproximadamente
4Gb de dados bindrios. Carregar a dinamica inteira para a memoria RAM e visualizar
de forma geral é impraticavel, ja que carregar dns ja ultrapassam 8Gb de memoria RAM

na visualizacao pelo VMD. Dessa forma, as estratégias de analise passam por métodos de
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analise por subconjunto. Os scripts gerados na pesquisa auxiliam na aplicacao sistematica
das estratégias de geracao de dados e andlise de resultados.

O NAMDEnergy é um plugin para avaliagao de energia em dinamicas moleculares.
A ferramenta calcula as energias potenciais solicitadas em cada frame especificado da
dinamica. Por meio de selecoes de tipos de atomos especificos é possivel calcular as
energias potenciais associadas a subconjuntos de moléculas desejadas. Um script foi
criado como uma forma sistematica de lidar com os arquivos de trajetéria gerados nas
dinamicas. O algoritmo é apresentado no Apéndice A.2. O algoritmo carrega na memoria
os arquivos de trajetoria da pasta ./do_conf, juntamente com o arquivo de topologia
.psf- Uma selecao de moléculas é realizada. Para esse estudo, seleciona-se as moléculas de
dhmt livre, nomeadas " ART”no arquivo de topologia. Entao, o script executa o plugin
do NAMD passando como parametro a selecao efetuada e o arquivo de parametrizacao
.par utilizado na dinamica molecular. Como saida, temos os arquivos com as energias

potenciais da selecao durante cada frame gravado da dinamica.

2.10 Analise de Agrupamentos Moleculares

Uma vez que as micelas podem variar o seu tamanho e conformacao durante a simulacao,
cabe acompanhar o nimero de moléculas que participam de cada estrutura estavel na tra-
jetoria calculada. A proposta seria acompanhar a evolucao dessas organizacoes durante
a dindmica com o uso de algoritmos de agrupamento (clusteriza¢ao). Como discutido
por Johnston, M. A. et al. (JOHNSTON et al., 2016), a estratégia utilizada deve levar
em consideragao o tamanho de suas moléculas e informacoes de proximidade entre elas.
Neste cenario, cada molécula de dhmt livre poderia ser representada pela posigao espacial
de um de seus atomos (e.g., um nitrogénio por estar localizado na parte hidrofilica da
molécula). Porém, o comprimento da molécula de dhtmAc livre permite que haja agru-
pamentos de moléculas sem que suas cabecas hidrofilicas estejam extremamente proximas
uma das outras. Para melhorar os resultados, foi proposto um modelo de representacao
computacional baseado no centro de massa de cada molécula de dhtm livre. Essa es-
tratégia aproxima os pontos de representacao das moléculas em uma micela para o centro

de massa da prépria micela.
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Partindo desse modelo de representagao molecular, é necessario escolher um algo-
ritmo de agrupamento. Como nao se conhece os tamanhos das micelas a priori, deve-se uti-
lizar técnicas de clusterizagdo para agrupar os pontos representativos (de cada molécula)
por meio de algoritmos como o DBSCAN (Density-Based Spatial Clustering of Applica-
tions with Noise). O DBSCAN (ESTER et al., 1996) foi escolhido por ndo demandar
previamente o nimero de grupos a serem formados, o que é de suma importancia nesse
cendrio, no qual nao temos o controle da quantidade de agregados/micelas a serem for-
madas. Neste agrupamento, o nimero de grupos teria relacdo com o niimero de agrega-
dos/micelas formadas e o tamanho dos grupos teria relagao com o nimero de moléculas
em cada micela, valores que aproximam o ntmero de agregacao do composto em questao.
Além disso, o algoritmo permite a existéncia de outliers, nao forcando a criacao de gru-
pos desnecessarios e permitindo a identificacdo de moléculas que se desprendem de seus
agrupamentos durante a simulac¢do. Para isso, o DBSCAN requer dois (2) parametros
de entrada: min samples (minPts) que determina o minimo de pontos para definir uma
regiao densa (um cluster) e € (eps) que determina o raio de vizinhanga de busca com
relagao a cada ponto de um cluster. Um esquema do funcionamento é descrito na Figura
2.5. O primeiro parametro, de fato, ajuda no controle da contagem dos agrupamentos, pois
é possivel definir o tamanho minimo dos agrupamentos de interesse. O segundo parametro
apresenta maiores dificuldades na defini¢cao, pois exige um cutoff para a consideragao de
um ponto (molécula) em um grupo. Os valores utilizados partem da literatura, como des-
crito por Marrink S. et al. (MARRINK; TIELEMAN; MARK, 2000), e de observagoes
em dinamicas menores efetuadas durante a pesquisa.

As anélises de agrupamento sao executadas por um script em Python3. Foram
utilizadas as bibliotecas sklearn para o preprocessamento e agrupamento dos dados e
mdtraj para o auxilio na manipulagdo dos arquivos bindrios de trajetéria (.ded) com
resultados da dinamica. A estratégia de analise aplica o agrupamento em intervalos de 50
frames. Dessa forma, a amostragem de configuracoes do sistema estudada é de 50 frames
por nanosegundo de dinamica. O algoritmo criado recebe um arquivo com os nomes
dos arquivos de trajetéria para auxiliar na ordem na qual os agrupamentos e graficos de

dispersao sao gerados. O cédigo inclui um diciondrio com as massas dos dtomos para
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Figura 2.5: Esquema de funcionamento do algoritmo de agrupamento DBSCAN. Neste
exemplo, minPts = 4. O ponto A e os outros pontos vermelhos sao pontos centrais, porque
a area que circunda esses pontos em um raio € contém pelo menos 4 pontos (incluindo o
préprio ponto). Ja que todos os pontos vermelhos sao alcangaveis entre si, eles formam
um unico cluster. Os pontos B e C nao sao pontos centrais, mas sao alcangaveis a partir
de A (alcangaveis através de outros pontos centrais) e portanto, também pertencem ao
cluster. O ponto N é um ponto de ruido que nao é nem um ponto central nem diretamente
acessivel.

calculo do centro de massa de cada uma das moléculas em cada frame. O agrupamento é
realizado em um espaco tridimensional por meio do DBSCAN com parametros eps=0.33
emin_samples=3. Os grupos observados sao divididos em 5 classes, em uma adaptacao do
proposto por (MARRINK; TIELEMAN; MARK, 2000): small clst (de 2 a 4 moléculas),
intermediate clst (5-8), large clst (9-15), micelles (16-31) e large micelles (32
ou mais moléculas). O script em Python em questao é apresentado no Apéndice A.3 desse

trabalho.
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3 Resultados e Discussao

Este capitulo é destinado a apresentar os resultados obtidos e as discussoes envolvendo
comparacoes entre os sistemas simulados. A apresentacao dos dados segue a ordem ex-
posta no Capitulo 2. Primeiramente, serao apresentados os resultados dos testes com-
putacionais para a validacao dos modelos criados e das estruturas micelares construidas.
Em seguida, serao apresentados os resultados das dinamicas efetivas, incluindo dados de
energia e analise de agrupamento de moléculas nas dinamicas. Comparacgoes serao efetu-
adas assim que os resultados forem apresentados. Os resultados demonstram os primeiros

insights sobre o numero de agregacao e concentragao micelar do composto estudado.

3.1 Validacao da Parametrizacao Molecular

A partir do processo descrito, foi possivel obter os dados necessarios para estudos pre-
liminares sobre o composto dhmtAc. O comportamento do acetato em act livre foi
constante e estavel durante toda a simulacao. Observando o comportamento do dhmt em
dhmt livre durante a evolugao do sistema, percebeu-se modificagoes estruturais devido
o comprimento de cadeia de carbono. Foram observadas interacoes de curto alcance en-
tre moléculas de dgua e o anel aromatico do dhmt livre com tempo de permanéncia de
aproximadamente 200ps. As interacoes com os ions apresentaram uma permanéncia de
400ps. De forma geral, a estrutura se mostrou pouco estavel sozinha.

Na simulacao do complexo dhmtAc em 1-dhmtAc, foi possivel observar o alinha-
mento do acetato com o anel da molécula, como mostrado na Figura 3.1. Além disso,
houve interagao eletrostatica entre o acetato e o radical hidroxila da molécula. O com-
posto demonstrou certo aumento de estabilidade estrutural com relacao aos resultados
para dhmt livre, porém essa estabilidade nao se manteve durante toda a dinamica.

Na simulagdo do sistema com quatro (4) moléculas de dhmtAc em 4-dhmtAc,
foi possivel observar interacao entre as moléculas de dhmt livre no decorrer da evolucao

do sistema. A configuracao do sistema oscila entre estados de interacao entre duplas de
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Figura 3.1: Alinhamento entre a molécula de acetato e ambos anel aromético e radical
hidroxila no sistema 1-dhmtAc. Visualizacao pelo VMD. Em verde atomos de carbono,
em azul a&tomos de nitrogénio, em vermelho dtomos de oxigénio e em branco hidrogénios.
A linha tracejada em branco indica a distancia entre os dtomos medida em angstrom (A).

moléculas e estado de dispersao homogénea de moléculas. A Figura 3.2 mostra alguns
estados do sistema durante os 5ns simulados. O Apéndice A.5 apresenta um grafico
de distancias entre todas as combinacoes dois a dois de molécula de dhmt livre nesse
sistema, corroborando com a oscilagao de estados de interagao descrita. Um resultado de
tendéncia geral pode ser observado no Apéndice A.4 que apresenta o grafico de dispersao
entre moléculas de dhmt livre durante a dinamica. O grafico mostra que com maior
frequéncia moléculas de dhmt livre sdo encontradas proximas uma das outras (entre 3 —
12A) do que separadas durante os 5ns de simulacao.

Foi observado que os acetatos ficam livres no sistema e interagem consideravel-
mente menos com as moléculas de dhmt livre em relagao como o dhmt livre interage com
seus pares. O Apéndice A.3 apresenta o grafico de dispersao entre moléculas de acetato
e dhmt livres durante a dinamica. As frequéncias observadas sao mais distribuidas pelo
eixo de distancias. O pico apresentado tem frequéncia inferior a apresentada no Apéndice
A.4 e se mantém por uma faixa relativamente menor.

Conforme esperado, foi possivel observar maior estabilidade nos agrupamentos
das moléculas em um sistema com maior nimero de moléculas do composto, em relacao
as simulagoes iniciais. As iteragoes observadas e resultados obtidos foram suficientes
para validar, a priori, a parametrizagao computacional proposta. Validagoes posteriores
devem envolver maior quantidade de dados experimentais. Contudo, as interacoes entre as
moléculas dos sistemas revelam caracteristicas esperadas em uma parametrizacao correta

do composto.
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(a) Passo 0/2500 (b) Passo 500/2500

(c) Passo 1564/2500 (d) Passo 2500/2500

Figura 3.2: Resultados dos 5ns de evolucao do sistema 4-dhmtAc. Visualizacao pelo
VMD. Em verde atomos de carbono, em azul dtomos de nitrogénio, em vermelho &tomos
de oxigénio e em branco dtomos de hidrogénio.
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3.2 Dinamicas de Validacao da Micela

3.2.1 DM1: Hemisfério Micelar - hem-micela

Nesta subsecao, serd apresentado o processo para a obtencao dos resultados das simulagoes
do sistema hem-micela. A ilustracao da configuracao inicial do sistema esta presente na

Figura 3.3.

Figura 3.3: Configuragao inicial do sistema de simulacao de um hemisfério da micela
- sistema hem-micela. Visualizacao pelo VMD. Em verde atomos de carbono, em azul
atomos de nitrogénio, em vermelho dtomos de oxigénio e em branco atomos de hidrogénio.

Os resultados mostraram um desmonte da conformagao original do hemisfério da
micela, porém apresentou a reorganizacao das moléculas na formacao de micelas menores
(contendo menos moléculas de dhmtAc livre). Esse comportamento pode ser observado
na apresentagao dos resultados na Figura 3.4 que apresenta alguns frames da minimizagao
do sistema, termalizac¢do e dos primeiros cinco (5) nanosegundos da dinamica.

A reorganizacao e permanéncia dos agregados observados é corroborada pelo
Apéndice A.6 que mostra o grafico de dispersao para o sistema hem-micela durante os
primeiros Hns de simulagao. A tendéncia de proximidade entre moléculas de dhmt livre
durante a dinamica se mostra semelhante ao apresentado no Apéndice A.4 para 4-dhmtAc.
A faixa de manutencio do pico observado (entre 3 — ~18A), contudo, é maior que em

4-dhmtAc, uma vez que o decaimento da funcao de dispersao se mostra mais suave.
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A Figura 3.5 mostra a elevagao da temperatura dos dtomos do sistema durante
a fase de termalizagao. O gréafico indica que o sistema conseguiu atingir a temperatura
desejada e efetuar uma estabilizacao inicial caracteristica de uma termalizacao correta.
Ao final dos 5ns da dinamica de evolugao, algumas hipdteses devem ser testadas: seria
a reorganiza¢ao em micelas menores um estado de minimizagao do sistema (em estabili-
dade) ou um estdgio intermedidrio para a reorganizagao de uma micela contendo todos

as moléculas no sistema? Aumentando o tempo de simulagao - 5-10ns - pode-se observar

(a) Condigao inicial
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Figura 3.4: Resultados dos primeiros 5 ns da dinamica molecular do sistema DM]1.
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Figura 3.4: Resultados dos primeiros 5 ns da dindmica molecular do sistema DM1 (cont.).

que o sistema reduz sua taxa de desmonte e se mostra em caminho de estabilizacao com
agrupamentos de diferentes tamanhos e algumas moléculas nao agrupadas de dhmt livre.

E caracteristico do sistema as moléculas de acetato se desprenderem de sua
iteracao eletrostatica com as moléculas de dhmt livre, como ja havia indicado os resul-
tados do sistema 4-dhmtAc. A distribuicao das moléculas de acetato com a evolucao do
sistema se mostra homogeénea. Existe uma concentracao levemente maior de ions ao redor
das micelas formadas. Isso se da pela carga positiva na cabeca hidrofilica da molécula de

dhmt livre.
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Figura 3.5: Gréfico de temperatura (kcal/mol) por frame gravado do sistema hem-micela
durante a fase de termalizacao.

A andlise das propriedades energéticas do sistema partem da retirada de aguas,
ions e acetatos do sistema. O motivo da selecao de moléculas de dhmt livre do sistema se
da por conta dessas moléculas serem as formadores de micelas na simulacao. As trajetérias
calculadas para essas moléculas foram mantidas e as energias potenciais calculadas pela
ferramenta NAMD Energy. Os graficos da Figura 3.8 mostram as energias em kcal/mol
em cada frame gravado da dinamica, assim como explicado na Segao 2.9. As grandezas
expostas sao de Energia de Ligacao, Energia Angular, Energia de Diedrais, Energia Total,
Energia de Conformacao, Energia de Interagoes Nao-ligadas, VAW e Energia Eletrostatica.
Os graficos apresentam inicio de uma estabilidade das propriedades do sistema, ou seja,
uma posterior evolucao do sistema apresentaria comportamento passivel de aproximar
comportamentos do sistema biolégico. A estabilidade das energias do sistema garante
que estudos estruturais de agrupamento de moléculas possam ser efetuados sobre os dados
gerados. Em especial, é valido ressaltar como ocorre o processo de estabilizacao da energia
eletrostatica das moléculas. Diferente das outras grandezas que apresentam estabilizacao
mais rapida, a energia eletrostatica passa por um processo gradativo de estabilizagao por
conta da reorganizacao das moléculas de dhmt. Por apresentar tendéncia proxima da

energia total do sistema, ela parece guiar todo o processo de estabilizagao na dinamica.
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A energia de Van der Waals (VAW) cresce durante a evolugao do sistema. E sugerido um
maior tempo de simulacao para avaliar a ocorréncia de uma maior estabilidade energética
do sistema.

A ilustracao do sistema final, apds os 10 ns de simulacao, esta presente na Fi-
gura 3.6. Pode-se observar dois conjuntos de moléculas agregadas em micelas, além de
moléculas de dhmtAc livres soltas pelo sistema. Eventualmente, durante a simulacao,
grupos menores (contendo entre 2 e 8 moléculas) surgem e voltam a se desfazer, seguindo
um processo oscilatorio como o apresentado em 4-dhmtAc. Tudo indica que grupos com
poucas moléculas nao sao estaveis e nao indicam nimero de agregacao proximo do valor
que gera estabilidade para o sistema biolégico. Os agrupamentos estaveis nesse periodo

de evolugao do sistema tem composi¢ao molecular na faixa de 16-31 moléculas.

J‘-;(‘ 33’5‘:

Figura 3.6: Configuracao final (10ns) do sistema de simulagao hem-micela. Visualizagao
pelo VMD. Em verde atomos de carbono, em azul atomos de nitrogénio, em vermelho
atomos de oxigénio e em branco atomos de hidrogénio.

A Figura 3.7 apresenta a evolucao dos agrupamentos formados durante a dinamica.
Cada molécula foi representada pelo seu centro de massa. Os dados foram retirados a
cada 50 frames gravados da dinamica de producao. Cada valor de 50-frame indica 0.1ns

de simulagao. Os parametros seguem como descrito na Secao 2.10. Os tamanhos dos
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grupos formados foram separados em faixas para facilitar o entendimento dos resultados
- descrigao adicional na legenda na figura.

Na Figura 3.7, os primeiros dois (2) nanosegundos apresentam comportamento
bem cadtico com relagao a formacao de grupos. Nos nanosegundos subsequentes o sis-
tema tende a se estabilizar com duas micelas de tamanho constante (contendo de 16 a
31 moléculas) e oscilagbes na presenga de pequenas micelas. Em breves momentos as
duas micelas formadas interagem formando uma grande micela. Essa interacao acontece
algumas vezes durante a dinamica (por exemplo, frames 21, 27, 35, entre outros), porém
parece indicar apenas uma casualidade de diminuicao de distancia entre os grupos, nao
apresentando aumento de estabilidade do sistema. Os agrupamentos gerados permanecem

estaveis ao final dos 10 nanosegundos.

8
7
6
[%2]
g8 5
2
o 4
©
o
s 3
: 1 |
z 2 "|
: etk o ﬂ! Y &Adfh
o LTAMTTTL LTI fre rih o
YOOIPQA PP RDOADPRPLAFTEROCANPE P
50-frame
= small_clst === intermediate_clst large_clst

= micelles large_micelles

Figura 3.7: Gréfico da dinamica de agrupamento de moléculas de dhtm livre de 0-10 ns
da dinamica molecular de producao para DM1. Agrupamento calculado em saltos de 50
frames no conjunto de gravacao da dinamica. O grafico mostra os dados para 5 tamanhos
de grupos: small clst (de 2 a 4 dhtm livres), intermediate_clst (5-8), large_clst (9-15),
micelles (16-31) e large_micelles (32 ou mais dhmt livres).



3.2 Dinamicas de Validacao da Micela

52

420

400

3801

3404

320+

3000
2980
2960
2940
2920
2900 -
2880
2860
2840

800
600
400

200

600
500
400
3004
200

100

—100 -

(g) Energia de Interagoes Nao-ligadas

— 05
— 5-10

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

(a) Energia de Ligacao

— 05
— 510

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

(c) Energia de Diedrais

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

(e) Energia Eletrostética

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

10150

10100 -

10050 -

10000 -

9950

13450

13400

13350

13300

13250

13200

—50 4

—100

—150

—200 -

14000
13900 -
13800
13700
13600 -
13500 -
13400
13300
13200

— 05
— 5-10

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

(b) Energia Angular

— 05
— 5-10

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

(d) Energia de Conformacao

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

(f) Energia VDW

0 1000 2000 3000 4000 5000
Frame

(h) Energia de Total

Figura 3.8: Graficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a evolugao
(0-10ns) do sistema hem-micela. Cada intervalo de mesma cor indica 5ns consecutivos
de evolucao.
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3.2.2 DM2: Micela Completa - whol-micela

Apresenta-se aqui os resultados das simulagoes do sistema whol-micela. A ilustracao da

configuracao inicial do sistema esta presente na Figura 3.9.

Figura 3.9: Configuracao inicial do sistema de simulagao da micela completa do sistema
whol-micela. Visualizacao pelo VMD. Em verde atomos de carbono, em azul atomos de
nitrogénio, em vermelho atomos de oxigénio e em branco atomos de hidrogénio.

A Figura 3.10 mostra o estado de agregacao das moléculas em 5ns de evolugao
do sistema e ao final dos 10ns efetuados. As moléculas se difundem mais com relacao
aos resultados obtidos com o sistema hem-micela. Essa observacao pode ser constatada
pelo gréfico de agregagao da evolugao do sistema na Figura 3.11. O comportamento é
consideravelmente mais cadtico que o apresentado nos resultados do sistema hem-micela
e nao demonstra estabilidade de agrupamentos ao final dos 10ns de evolucao.

A anélise das energias potenciais envolvendo as moléculas de dhmt livre na Figura
3.12 demostram as mesmas tendéncias observadas em DM1. Os valores de energia medi-
dos se mostram devidamente escalados em aproximadamente duas unidades na maioria
das grandezas, o que era esperado, uma vez que o sistema DM2 contém aproximadamente
o dobro de moléculas de dhmt livre que o sistema DM1. As energias mostram que o
sistema nao esta proximo de uma possivel equilibragao, pois nao ha queda aparente da
taxa de mudanca das energias nao estabilizadas entre os intervalos de 5ns. Esse compor-

tamento estda dentro do esperado, ja que é natural que sistemas maiores demorem mais
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(a) Passo 1545/2500 (b) Passo 2500/2500

Figura 3.10: Resultados dos 5ns e 10ns de evolucao do sistema whol-micela. Visualizacao
pelo VMD. Em verde atomos de carbono, em azul atomos de nitrogénio, em vermelho
atomos de oxigénio e em branco atomos de hidrogénio.
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Figura 3.11: Grafico da dinamica de agrupamento de moléculas de dhtm livre de 0-10 ns
da dinamica molecular de produgao para DM2. Agrupamento calculado em saltos de 50
frames no conjunto de gravagao da dinamica. O grafico mostra os dados para 5 tamanhos
de grupos: small clst (de 2 a 4 dhtm livres), intermediate_clst (5-8), large_clst (9-15),
micelles (16-31) e large_micelles (32 ou mais dhmt livres).

que sistemas menores para se estabilizarem. Vale ressaltar que o grafico de VDW parece
subir direto para valores maiores que zero. Essa caracteristica pode estar relacionada a
uma desregulacao na solvatacao do sistema, ou seja, uma alta concentracao de dhmtAc
no sistema (moléculas muito préximas uma das outras). Isso pode indicar a necessidade

de ajustes nas concentragoes dos sistemas das proximas simulagoes.
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Figura 3.12: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
evolugao (0-10ns) do sistema whol-micela. Cada intervalo de mesma cor indica 5ns
consecutivos de evolugao.
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3.3 Resultados das Dinamicas Efetivas

3.3.1 DM3: sys-ConcA

Apresenta-se aqui os resultados da simulagao do sistema sys—ConcA. O sistema apresenta
geometria préxima ao da simulacao DM2, diferindo-se levemente em concentracao e por
DMS3 possuir ionizacao mimética ao sangue. Por essa motivo, emite-se ilustracao da
geometria inicial do sistema. A Figura 3.13 expoe a configuracao do sistema ao final dos
35ns de simulacao. O estado final de simulagao revela maior nimero de agrupamentos

menores. Apesar disso, ainda se observa um agrupamento de tamanho considerdvel.

Figura 3.13: Configuragao inicial do sistema de simulagao da micela completa em meio
sanguineo do sistema sys-ConcA. Visualizagao pelo VMD. Em verde atomos de carbono,
em azul atomos de nitrogénio, em vermelho atomos de oxigénio e em branco atomos de
hidrogénio. Moléculas de dhmt livre destacadas em visualizagao de esferas de VDW.

As medidas quantitativas dos agrupamentos estao dispostas no gréafico de agregacao
na Figura 3.14. Foi observado o aumento do numero de grupos small_clst e interme-
diate_clst a partir do limiar de 10ns de simulagao (limiar referente a 50-frame=100 do
grafico da Figura 3.14. Agregados com maior nimero de moléculas (micelles e large_micelles)
eram mais comuns no sistema antes desse limiar. Apesar disso, é possivel observar um

grupo estavel na faixa micelles até o final dos 35ns de simulagao.
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Figura 3.14: Grafico da dinamica de agrupamento de moléculas de dhtm livre de 0-35ns
da dinamica molecular de producao para DM3. Agrupamento calculado em saltos de 50
frames no conjunto de gravacao da dinamica. O grafico mostra os dados para 5 tamanhos
de grupos: small clst (de 2 a 4 dhtm livres), intermediate_clst (5-8), large_clst (9-15),
micelles (16-31) e large_micelles (32 ou mais dhmt livres).

A andlise das energias potenciais envolvendo as moléculas de dhmt livre na Fi-
gura 3.15 demostram as mesmas tendéncias observadas em DM1 e DM2. Os valores de
estabilizagao sao os mesmos observados em DM2, o que era esperado, uma vez que os
sistemas possuem composicoes similares. Emite-se os gréaficos de estabilizagao rapida:
Energias de ligacao, angular, diedral e conformacional. Os resultados demostram uma
relagao direta entre a ionizagao do sistema e a velocidade na qual o sistema evolui para os
estados de energias equilibrado, uma vez que as mesmas tendencias sao observadas entre
DM2 e DM3, porém, nesse ultimo, apresentando equilibracao mais gradual durante os

35ns de evolucao do sistema.
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Figura 3.15: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
evolucao (0-35ns) do sistema sys-ConcA. Cada intervalo de mesma cor indica bns conse-
cutivos de evolugao.

3.3.2 DM4: sys-ConcB

O sistema de simulagao DM4 é uma dilui¢ao do sistema DM3. A concentragao é diminuida
e a razao de moléculas de agua por moléculas de dhmt livre aumenta. A alteracao no
sistema visa levar as configuragbes para valores proximos aos descritos por (MARRINK;
TIELEMAN; MARK, 2000). Figuras do sistema sao omitidas.

A Figura 3.16 mostra o grafico de agrupamentos moleculares durante os 100ns
da dindmica sys-ConcB. As tendéncias sao as mesmas observadas em D3, porém, com
o aumento do tempo de simulagao foi possivel observar uma estabilizacao do numero
de grupos em faixas bem definidas. Novamente os resultados demonstram que grupos
menores sao mais frequentes que grupos maiores. Comparando os primeiros 35ns de DM4

com a dinamica DM3, conclui-se que as mudancas de concentracao nao foram suficientes
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para observar mudangas significativas no comportamento de agregacao molecular.
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Figura 3.16: Grafico da dinamica de agrupamento de moléculas de dhtm livre de 0-100ns
da dinamica molecular de producao para DM4. Agrupamento calculado em saltos de 50
frames no conjunto de gravacao da dinamica. O grafico mostra os dados para 5 tamanhos
de grupos: small clst (de 2 a 4 dhtm livres), intermediate_clst (5-8), large_clst (9-15),
micelles (16-31) e large_micelles (32 ou mais dhmt livres).

A andlise das energias potenciais envolvendo as moléculas de dhmt livre na Fi-
gura 3.17 demostram as mesmas tendéncias e valores préximos aos observados em DMS3.
Emite-se os graficos de estabilizagao rapida: Energias de ligacao, angular, diedral e de
conformacional. E importante ressaltar que o aumento do tempo de simulacao permite
alcancar um sistema equilibrado e definir uma dinamica de produgao. Define-se como
fim da equilibracao o estagio no qual todas as energias de encontram estabilizadas conco-
mitantemente. A partir desse limiar, pelo modelo, pode-se inferir dados bioldgicos e/ou
bifurcar o sistema simulado para outras configuracoes, como de sistemas de multiplas
termalizagoes ou simulagoes por dinamica acelerada para amostragens aprimoradas do
espaco conformacional. Com seguranca, obtém-se equilibracao desse sistema a partir de
60ns de evolugao (equivalente ao frame 30.000 dos gréficos de energia).

E importante ressaltar que o sistema como um tod deve estar estabilizado para
predicoes mais apuradas de comportamentos biologicos do sistema. O Apéndice A.8

mostra os graficos de energias potenciais para as moléculas de dgua do sistema. Os graficos
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mostram que as moléculas de dgua se estabilizam conforme as moléculas de dhmt live se
organizam. Contudo, apesar do dhmt livre estd com o potencial eletrostatico devidamente
equilibrado, ao que parece, o eletrostatico do acetato nao estd completamente estavel,
como apresento pelo Apéndice A.9. Contudo, isso ndao impede que facamos analises pre-

eliminares sobre o sistema.
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Figura 3.17: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
evolucao (0-100ns) do sistema sys-ConcB. Cada intervalo de mesma cor indica 5ns con-
secutivos de evolucao. Linha vertical delimita o fim da equilibracao e inicio da dinamica
de producao.

A Tabela 3.1 mostra as médias dos potenciais durante a dindmica de produgao. Os
potenciais eletrostatico e Van der Waals tendem a se equilibrar. O potencial eletrostatico
medido é predominante negativo e Van der Waals é majoritariamente positivo. Percebe-
se que os sinais desses potencias mudam durante a dinamica, cada um deles iniciando a

simulacao com potencial de sinal oposto ao calculado na dinamica de producao.
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Tabela 3.1: Média e desvio padrao das energias potenciais (kcal/mol) durante a dinamica
de producao de sys-ConcB.

Potencial 1 o

Eletrostatico -68.33  59.56
Van der Waals 86.65 23.46
Int. Nao-ligada 17.93  49.25
Total 24564.60 67.17

3.3.3 DM5: re-Temp

O sistema de simulacao DM5 é uma bifurcacao do sistema DM4 em 80ns em uma nova
termalizagao e posteriores 20ns de evolugao do sistema. Figuras do sistema sao omitidas
por semelhanca as ja apresentadas. Durante os 20ns de simulagao nao foram identificados
mudancas significativas no conjunto de agregados moleculares. A Figura 3.18 mostra o

grafico de agrupamentos. Repare a semelhanca com o grafico apresentado em DM4.
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Figura 3.18: Gréfico da dinamica de agrupamento de moléculas de dhtm livre de 80-100ns
da DM de produgao para DM5 (bifurcagdo do sistema DM4 em 80ns). Agrupamento
calculado em saltos de 50 frames no conjunto de gravacao da dinamica. O gréfico mostra
os dados para 5 tamanhos de grupos: small clst (de 2 a 4 dhtm livres), intermediate_clst
(5-8), large_clst (9-15), micelles (16-31) e large_micelles (32 ou mais dhmt livres).

Os gréficos de energia apresentados na Figura 3.19 mostram o processo de transi¢ao
entre os sistemas sys-ConcB para re-Temp. As energias sofrem alteracao, em especial as

energias de estabilizagao rapida. As energias de VDW e Eletrostatica parecem manter



3.3 Resultados das Dinamicas Efetivas 62

a mesma tendéncia anterior, sendo que a tultima apresentou leve queda no tempo de si-
mulacao realizado. Conclusoes devem ser feitas apés um maior tempo de evolucao, para

que se tenha certeza da equilibragao do sistema.
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Figura 3.19: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
transigao entre os sistemas sys-ConcB (80ns) e re-Temp (aquecimento e evolugao 20ns).
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Figura 3.19: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
transicao entre os sistemas sys-ConcB (80ns) e re-Temp (aquecimento e evolu¢ao 20ns).

(cont.)

3.3.4 DM6: ac-DMd

O sistema de simulagao DM6 é uma bifurcacao do sistema DM4 em 100ns em uma
dinamica acelerada de parametros o = 29 € pgieqrar = 9.350. Durante os 50ns de dinamica
molecular efetuados, nao foram observadas mudancas significativas no conjunto de agrega-

dos moleculares. A Figura 3.20 mostra o grafico de agrupamentos. Repare a semelhanga
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com os graficos apresentados em DM4 e DMS5.
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Figura 3.20: Gréfico da dinamica de agrupamento de moléculas de dhtm livre de 100-150ns
da DM de produgao para DM6 (bifurcagao do sistema DM4 em 100ns). O gréfico mostra
os dados para 5 tamanhos de grupos: small clst (de 2 a 4 dhtm livres), intermediate_clst

large_micelles

(5-8), large_clst (9-15), micelles (16-31) e large_micelles (32 ou mais dhmt livres).
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Os gréficos de energia apresentados na Figura 3.21 mostram as consequéncias do
processo de transicao entre os sistemas sys-ConcB para ac-DMd. As energias que nao
sofreram alteracao foram omitidas. Percebe-se alteracao no potencial diedral, como espe-
rado. O potencial eletrostatico sobre leve alteragao. Analisando os gréaficos da dinamica
molecular, percebe-se pouca alteracao entre os sistemas. Isso nao é positivo, uma vez
que desejava-se amostrar amplamente o espaco conformacional e buscar diferentes con-
figuragoes de estabilidade do sistema. E possivel concluir que os parametros utilizados
na configuracao da dinamica foram muito conservadores e nao foram capazes de gerar

impulsos de energia que trouxessem variagao significativa na evolucao do sistema.
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Figura 3.21: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
transicao do sistema sys-ConcB em 100ns e o sistema ac-DMd que evolui por dinamica
acelerada com impulsos nos potenciais diedrais.
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3.3.5 DMT7: rand-Start

Apresenta-se aqui os resultados da simulacao do sistema rand-Start. O sistema tem
configuracao inicial com distribuicao e posicionamento aleatérios dos compostos de dhm-
tAc pela caixa de simulacao. Ao final dos 100ns de simulacao, o sistema mantém uma
configuracao semelhante com uma maior dispersao pela caixa de simulagao. A Figura
3.22 mostra como se d& a distribuicao nesses dois momentos. Ao final, é possivel observar
agrupamentos de tamanho inferiores, assim como nas dinamicas anteriores. Os resultados
permitem inferir que a formagao de agregados maiores e de sua estabilidade no decorrer

da dinamica esta diretamente ligado a configuracao inicial que favoreca essa formacao.

(a) 0/100ns (b) 100/100ns

Figura 3.22: Configuracao inicial (a) e final (b) do sistema de simulagdo rand-Start.
Visualizagao pelo VMD. Em verde dtomos de carbono, em azul &tomos de nitrogénio, em
vermelho atomos de oxigénio e em branco atomos de hidrogénio. Moléculas de dhmt livre
destacadas em visualizacao de esferas de VDW.

O gréfico de agrupamentos na Figura 3.23 corrobora com a ideia de relacao en-
tre estabilidade de grandes agregados e configuracao inicial, uma vez que apresentam as
mesmas caracteristicas encontradas nos tultimos nanosegundos das dinamicas anteriores.
Contudo, o nuimero de grupos, em especial dos grupos large_clst, é altamente reduzido.
A Figura 3.24 mostra o nimero de moléculas que nao participam de nenhum agrupa-
mento molecular durante a evolucao do sistema rand-Start. E notério que a maioria das
moléculas do sistema se encontram livres de interagao com seus pares na equilibracao.
Ao que tudo indica, iniciar o sistema com moléculas em posicoes aleatdrias nessa con-
centracao somente acelera o processo de dispersao das moléculas do sistema. Entretanto,

um tempo maior de simulacao de dinamica molecular é necessario para se confirmar essa
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da dinamica molecular de producao para DM7. Agrupamento calculado em saltos de 50

frames no conjunto de gravacao da dinamica. O grafico mostra os dados para 5 tamanhos
de grupos: small clst (de 2 a 4 dhtm livres), intermediate_clst (5-8), large_clst (9-15),

Figura 3.23: Grafico da dinamica de agrupamento de moléculas de dhtm livre de 0-10 ns
micelles (16-31) e large_micelles (32 ou mais dhmt livres).

50-frame

Figura 3.24: Numero de moléculas que nao participam de nenhum agrupamento molecular
durante a evolucao do sistema DM7. Dados dos agrupamentos calculados em saltos de 50

frames no conjunto de gravagao da dinamica.

A Figura 3.25 mostra as energias potenciais das moléculas de dhmt livre durante

a simulagao. Percebe-se uma diferenca menor entre os valores das energias no inicio da
dinamica e nas energias de equilibragao do sistema, em especial nos graficos 3.25.e, 3.25.1,
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3.25.g e 3.25.h. Isso se da pela configuragao inicial do sistema, que com mostram as
analises anteriores, estd mais proximo da configuracao de estabilidade, na concentracao
simulada, que os sistemas anteriores. Assim como em sys-ConcB, pode-se definir uma
dinamica de producao a partir dos resultados obtidos. Por praticidade, define-se o mesmo
limiar que o utilizado em sys-ConcB (60ns = frame 30000) para inicio da DM de produgao.
Contudo, o sistema ja se encontrava equilibrado anterior a esse limiar por conta da maior
velocidade de estabilizacao observada. E possivel ainda observar que apesar de partirem
de estados iniciais distintos e de na presente dinamica ainda nao ser possivel observar
a estabilizacao de agregados moleculares, ambos os sistemas, sys-ConcB e rand-Start,

apresentam o mesmo padrao e valores de energias eletrostatica e Van der Waals.

360 8450

340 , 8400
320 8350
300 8300
280 8250
260 i 8200

240 8150
0

10000 20000 30000 40000 50000
Frame

10000 20000 30000 40000 50000
Frame

(a) Energia de Ligacao (b) Energia Angular
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11050
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10950
10900

10850

0
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0

(¢) Energia de Diedrais (d) Energia de Conformacao

Figura 3.25: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
evolugao (0-100ns) do sistema rand-Start. Cada intervalo de mesma cor indica 5ns
consecutivos de evolucao. A linha vertical delimita o que foi considerado o fim da equili-
bragao e inicio da dinamica de producao.
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Figura 3.25: Graficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dhmt livre durante a
evolugao (0-100ns) do sistema rand-Start. Cada intervalo de mesma cor indica 5ns
consecutivos de evolucao. A linha vertical delimita o que foi considerado o fim da equili-
bracao e inicio da dindmica de produgao. (cont.)

A Tabela 3.2 mostra as médias dos potenciais durante a dinamica de producao. As
tendeéncias sao as mesmas apresentadas em sys-ConcB. Logo, conclui-se que os sistemas
sys-ConcB e rand-Start, apresar de configuragoes iniciais diferentes, evoluem para a

mesma configuracao de equilibrio.

3.4 Analise de concentracoes e visao experimental

Posteriormente a realizacao dos estudos de DM desse trabalho, teve-se acesso a dados
experimentais (dados nao apresentados) que relacionavam a faixa de concentragao de
0,0039 — 0,039mol/L de dhmtAc a formacao de agregados nanométricos. As concen-
tragoes utilizadas nesse trabalho sao superiores a esse valor, pertencentes a faixa de

0,078 — 0, 128mol /L. De fato, os resultados obtidos demostram que o sistema de menor
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Tabela 3.2: Média e desvio padrao das energias potenciais (kcal/mol) durante a dinamica
de producgao de rand-Start.

Potencial 1 o

Eletrostético -37,69 34,72
Van der Waals 41,68 14,13
Int. Nao-ligada 3,92 29,86
Total 11.008,20 42,36

concentragao simulado (hem-micela ~ 0,078mol/L) mostrou, a priori, menor nimero
de agregados, porém agregados com maior nimero de moléculas. Ja nas dinamicas com
concentragoes superiores (whol-micela ~ 0,0128mol/L ou sys-ConcB ~ 0,0108mol/L),
foi possivel observar grande quantidade de grupos, porém de tamanho inferior.

Mesmo nos testes experimentais, foi observada uma dificuldade em obter estabi-
lidade de grandes grupos micelares. Assim, uma série de substancias foram testadas para
compor o sistema a fim de aumentar a estabilidade dos agregados observados (dados nao
mostrados). Entre o conjunto de substancias testadas estao: fosfato de calcio + PEG-glu,
manteiga + polimero ABA, polimero P(Lys-chol) ou PEG-P(Lys-chol). Diferentes con-
centragoes foram utilizadas. Foram observadas nanoparticulas nos sistemas com fosfato
e micelas nos sistemas com PEG-P(Lys-chol). A inser¢do de substancias auxiliares nos

sistemas de simulagao caracteriza uma possibilidade de trabalhos futuros.
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4 Conclusao

Esse trabalho consiste em um estudo inicial sobre alguns sistemas de simulacao de in-
teracao entre moléculas de dhmtAc, uma molécula que apresenta acoes farmacéuticas no
combate da leishmania. Primeiramente, este trabalho apresenta uma proposta de para-
metrizacao da molécula dhmtAc, inexiste até entao na literatura por se tratar de uma
molécula nova. Os resultados das simulacoes mostram relagao direta entre a concentracao
da molécula de dhmtAc no sistema e as caracteristicas dos grupos observados. Menores
concentragoes (0,078M dhmt livre) da molécula mostraram agregados maiores (16 — 31
dhmt livres). Maiores concentragoes (~ 0,12M dhmt livre) apresentam maiores nimeros
de agregados de tamanhos pequenos (2 — 8 dhmt livres). Essa tendéncia foi a mesma
observada em testes experimentais com a molécula.

Foi possivel também identificar uma relagao entre a configuracao inicial do sistema
e o estado de estabilizacao do mesmo, mostrando maior ntimero percentual de grupos
moleculares estaveis quando o sistema inicial partia da configuracao com as moléculas pré-
dispostas em formato esférico (similar ao de uma micela ja estruturada). Nao foi possivel
observar agregados suficientemente estaveis na concentracao testada (0,109M dhmt livre)
para as simulagoes em ambiente mimético ao sangue, mesmo realizando termalizagao
gradual do sistema em duas etapas, ou dinamica acelerada para amostragem aprimorada

do espacgo conformacional.
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5 Trabalhos Futuros

A falta de dados experimentais que pudessem ser utilizados para validacoes mais precisas
do sistema foi uma grande dificuldade no trabalho. Como trabalho futuro, pode-se buscar
maior nimero de dados experimentais para validar o modelo proposto.

Durante o desenvolvimento desse trabalho foram encontradas dificuldade para a
definicao de alguns parametros utilizados. Os parametros da dinamica acelerada foram
baseados em estratégias de definicao dos mesmos para proteinas. Como visto, eles nao
foram suficientes para impulsionar os potenciais do sistema para buscar diferentes regioes
de estabilidade. Como trabalho futuro, pode-se efetuar uma dinamica com parametros
que realizem alteracoes mais significativas no sistema.

Nos testes experimentais, diversas substancias foram adicionadas nas solugoes
para aumentar a estabilidade dos agrupamentos observados, como fosfato de célcio, man-
teiga, P(Lys-chol) ou PEG-P(Lys-chol). Como trabalho futuro, pode-se reproduzir os
experimentos com essas substancias imersas nos sistemas de simulacao.

Computacionalmente, é comum que os estudos por dinamica molecular sobre a
formacao de micelas ocorram por meio de simulagoes que chegam a 1us de simulacao.
Para os sistemas apresentados, esse tempo de simulacao nao pode ser obtido visto o custo
computacional demandado. Uma possibilidade futura seria propor uma modelagem da
molécula por estratégias coarse-grained, que reduziriam os graus de liberdade da mesma
por meio da criacao de superatomos, mas como contrapartida, poderiam reduzir signifi-
cativamente o tempo de computagao de dinamicas mais extensas.

O mecanismo de agao do farmaco ocorre na mitocondria do parasito. Dessa
forma, a estrutura do farmaco, seja em formato de agregados, micela ou individualmente,
deve interagir com membranas tanto das células que hospedam o parasito quanto com
a membrana plasmética do organismo unicelular e a membrana mitocondrial. Realizar
computacionalmente estudos de interagao farmaco-membrana pode ser de grande valia
ao promover entendimento do mecanismo estrutural e dinamico da agao do farmaco em

escalas atOmicas.
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Esse capitulo se destina a apresentar materiais complementares e cédigos gerados que

auxiliam no entendimento e reproducao do conteiido apresentado nesse relatério.

A.1 Algoritmos e scripts

Listing A.1: Algoritmo de parametrizagao sistematica da micela

package require psfgen

#Arquivos de topologia e parametrizacao do dhmtAc
topology ART105_mopacCHARGES _molefacture_FIX-charges.top

topology top_all27_prot_lipid_na.inp

#Arquivo de coordenadas da micela

mol new micela.pdb

set seltxt {all?}
set nres [llength [lsort -unique -integer [[atomselect top

$seltxt] get residuell]

for {set i 0} {$i < $nres} {incr i} {
set res [atomselect top "fragment $i"]

$res writepdb ./tmp/fragment$i.pdb

set nseg 1
foreach pdb [lsort [glob ./tmp/*.pdbJl] {
set segid V¥nseg

segment $segid {
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first NONE
last NONE
pdb $pdb
}
coordpdb $pdb $segid

inmcr nseg

guesscoord
writepsf mergedpdb.psf

writepdb mergedpdbdb.pdbd
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Listing A.2: Algoritmo de obtencao de energias potenciais pelo namdEnergy.

package require namdenergy

mkdir ./tmp

foreach dcd [lsort [glob ./../do_conf/*.dcd]] {

mol mnew ./../do_conf/micela_sistema_lowc.psf type psf first
0 last -1 step 1 filebonds 1 autobonds 1 waitfor all
mol addfile $dcd type dcd first O last -1 step 1 filebonds 1
autobonds 1 waitfor all
set sell [atomselect top "resmame ART"]
# Configuracao do nome do arquivo de saida
set output [string range $dcd [expr {[string first "micela_"
$dcd] + 20}] end]
set dm_step_name [lindexz [split $output "."] 0]
puts $dm_step_mname
namdenergy -all -sel $sell -ofile ./energias_$dm_step_name -
par ./merged_par.par -eze ./../NAMD_2.11/namd2
mol delete [molinfo top get id]
}
rm -r ./tmp
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Listing A.3: Algoritmo de agrupamento de moléculas nas trajetorias das DMs.

import pandas as pd

import numpy as np

import mdtraj as md

from sklearn import cluster, metrics

from sklearn.preprocessing import normalize

mass_atom = { ’H’:1.00800, # H ! polar H
’HC’:1.00800, # ! N-ter H
’HA’ :1.00800, # ! nonpolar H

’HT?:1.00800, # ! TIPS3P WATER HYDROGEN

HP’:1.00800, # ! aromatic H

’HB’:1.00800, # ! backbone H

’HR1°:1.00800, # ! his hel, (+) his HG,HD2

>HR2’:1.00800, # (+) his HEI1

’HR3’:1.00800, # ! neutral h<is HG, HDZ2

’HS’:1.00800, # ! thiol hydrogen

HE1°:1.00800, # ! for alkene; RHC=CR

’HE2’:1.00800, # ! for alkene; H2C=CR
’>’C’:12.01100, # ! carbonyl C, peptide backbone

’CA’:12.01100, # ! aromatic C

Q O Q =" &N &&= & &[mo&n &omom oW

’CT1’:12.01100, # ! aliphatic sp3 C for CH

’CT22:12.01100, #

Q

aliphatic sp3 C for CHZ2
’CT3’:12.01100, # ! aliphatic sp3 C for CH3
CPH1’:12.01100, # ! his CG and CD2 carbons
’CPH2’:12.01100, # ! his CE1 carbon
>CPT’:12.01100, # ! trp C between rings

’CY?:12.01100, # ! TRP C in pyrrole ring

Q QO a o a Q

’CP1°:12.01100, # ! tetrahedral C (proline CA)
’CP2°:12.01100, # C ! tetrahedral C (prolime CB/CG)

’CP3°:12.01100, # C ! tetrahedral C (prolime CD)

’CC?’:12.01100, # C ! carbonyl C, asn,asp,gln,glu,cter,ct2
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’CD’:12.01100,
>CPA’:12.01100,
>CPB’:12.01100,
>CPM’:12.01100,
’CM’:12.01100,
’CS’:12.01100,
’CE1’:12.01100,
’CE2°:12.01100,
’N’:14.00700,
’NR1’:14.00700,
’NR2’:14.00700,
nitrogen

’NR3’:14.00700,
’NH1’:14.00700,
’NH2’:14.00700,
’NH3’:14.00700,
’NC2’:14.00700,
’NY’:14.00700,
>NP’:14.00700,
>NPH’:14.00700,
’0°:15.99900,
0B’ :15.99900,
’0C’ :15.99900,
’0H1’:15.99900,
’08’:15.99940,
0T’ :15.99940,
’0M’ :15.99900,
’87:32.06000,
’SM’:32.06000,
’S8°:32.06000,
’HE’ :4.00260,

’NE? :20.17970,

Qa aQ a a Q

= = = Q

= = = = = = = =

0 W

HE

NE

carbonyl C, pres aspp,glup,ctl

heme alpha-C

heme beta-C

heme meso-C

heme CO carbon

thiolate carbon

for alkene; RHC=CR

for alkene; H2C=CR

proline N

neutral htis protomated ring nitrogen

neutral his unprotonated rTing

charged his Ting nitrogen
peptide nitrogen

amide mitrogen

ammontium nitrogen

guanidinium nitroogen

TRP N in pyrrole ring

Proline ring NH2+ (N-terminal)
heme pyrrole N

carbonyl ozygen

carbonyl oxzygen in acetic actd
carbozylate oxzygen

hydrozyl ozxzygen

ester ozxzygen

TIPS3P WATER OXYGEN

heme CO0/02 ozygen

sulphur

sulfur C-S-S-C type

thiolate sulfur

! helium

! neon
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CAL’ :40.08000, # CA ! calcium 2+
»ZN’ :65.37000, # ZN ! zinc (II) cation

’FE’ :55.84700, # Fe ! heme iron 56 }

CLUSTER_PER_FRAME = []

FRAME = 0
dm_names = open(’./traj_files_names.txt’,’r’)
for dm_file_name in dm_names:

print ("\n ########### Lendo arquivo " + dm_file_name.split(’

) [0] + " H##uH#HHHHER")

for chunk in md.iterload(dm_file_name.split(’.’)[0]+’.dcd’,
chunk=50, top=’micela_sistema_lowc’+’.pdb’):
print (’\n FRAME: °’ + str (FRAME))

print (chunk)

selection = chunk[0].atom_slice(chunk[0].topology.select(

"resname ART"))

selection.save_pdb("tmp_frame.pdb")

D = []
with open(’tmp_frame.pdb’, ’r’) as f:

data = f.readlines ()

for line in data:
if (line.split()[O] == "ATOM"):
d = dict (O

dl’x’]

float (line.split () [6])

dl’y’] float (1ine.split () [71)

dl’z’]

float (1ine.split () [8])
d[’group’] = str(line.split()[11])

try:
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d[’atom’] = str(line.split () [12])
except:
d[’group’] = str(line.split() [11]) [:-1]

d[’atom’] = str(line.split () [11]) [-1]

D.append (d)
D = pd.DataFrame (D)

grouped = D.groupby("group")

center_masses = []
for group in D.group.unique():
aux = grouped.get_group (group)
sum_xX = sum_y = sum_z = sum_masses = 0.0

for i in range(len (aux)):

atom, _, X, y, z = aux.iloc[i]
sum_xX = sum_X + X
sum_y = sum_y + ¥y
sum_z = sum_z + Z

sum_masses = sum_masses + mass_atom[atom]
center_masses.append([sum_x/sum_masses, sum_y/
sum_masses, sum_z/sum_masses])

X = np.array(center_masses)

# normalize the data in the space of 0 to 1

X = normalize(X, axis=0, norm=’max’)

db = cluster .DBSCAN(eps=0.33, min_samples=3, algorithm=’
kd_tree’, metric=’euclidean’) .fit (X)

core_samples_mask = np.zeros_like(db.labels_, dtype=bool)

core_samples_mask [db.core_sample_indices_] = True

labels = db.labels_
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122 #SAVE DATA FROM FRAME

123 # Number of clusters in labels, ignoring noise 1if present

124 n_clusters_ = len(set(labels)) - (1 if -1 in labels else
0)

125 n_noise_ = list (labels).count(-1)

126

127 print (’Estimated number of clusters: %d’ % n_clusters_)

128 print (’Estimated number of noise points: %d’ % n_noise_)

129 try:

130 silh = metrics.silhouette_score(X, labels)

131 print ("Silhouette Coefficient: %0.3f" % silh)

132 except:

133 silh = -2

134 unique_elements, counts_elements = np.unique(labels,

return_counts=True)

135 print ("Clusters:")

136 print (unique_elements)

137 print ("Quantidades:")

138 print (counts_elements)

139

140 size_of_clusters = [0, O, O, O, O]

141 for tc in counts_elements[1:]:

142 if tc>=2 and tc<=4: size_of_clusters[0] += 1
143 if tc>=5 and tc<=8: size_of_clusters[1] += 1
144 if tc>=9 and tc<=15: size_of_clusters[2] += 1
145 if tc>=16 and tc<=31: size_of_clusters[3] += 1
146 if tc>=32: size_of_clusters[4] += 1
147

148 CLUSTER_PER_FRAME. append ([FRAME, n_clusters_, n_noise_,

silh, unique_elements, counts_elements,

149 size_of_clusters [0],
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size_of_clusters[1],
size_of_clusters[2],
size_of_clusters [3],

size_of_clusters[4]])

FRAME += 1
#PLOT RESULT
from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D

import matplotlib.pyplot as plt

# colors used after on the plot
colors = np.array([x for x in °

bgrcmykbgrcmykbgrcmykbgrcemyk ’])
colors = np.hstack([colors] * 20)
fig = plt.figure()

ax = fig.add_subplot (111, projection=’3d’)

ax.scatter(list (pd.DataFrame (X) [0]), list (pd.DataFrame (X)

[1]), list (pd.DataFrame (X) [2]),

c=colors[labels].tolist (), marker=’0’, s=100)

ax.set_xlabel (’X coor’)
ax.set_ylabel(’Y coor’)
ax.set_zlabel(’Z coor’)
plt.savefig("graf_disp/plot_"+str (FRAME)+" .png")

plt.close ()

Data_analysis = pd.DataFrame (CLUSTER_PER_FRAME)
Data_analysis.columns = [’frame’, ’k_cluster’, ’outliers’,
silh_coef’, ’clusters_label’, ’quantidades’,
’small_clst’, ’intermediate_clst’,
large_clst’, ’micelles’, °’
large_micelles’]

Data_analysis.to_csv("graf_disp/data_analysis.csv")

)

)
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A.2 Arquivo de Parametrizacao do dhmt livre

Listing A.4: Parametrizacao proposta para a molécula de dhmt livre

Parameter file generated by the Force Field ToolKit (f£TK)

For additional information, see:
http://www.ks.uiuc. edu/Research/vmd/plugins/fftk

http://www. ks.uiuc. edu/Research/fftk

Authors:

Christopher G. Mayne

Beckman Institute for Advanced Science and Technology
University of Illinois, Urbana-Champaign
http://www.ks.uiuc. edu/"mayne

mayne@ks .uiuc.edu

James C. Gumbart
Georgia Institute of Technology
http://simbac. gatech. edu

gumbart_physics.gatech.edu

If you use parameters developed using ffTK, please cite:
C.G. Mayne, J. Saam, K. Schulten, E. Tajkhorshid, J.C. Gumbart.

J. Comput. Chem. 2013, 34, 2757-2770.

BONDS

I1V(bond) = Kb(b - bO)*x*2
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'Kb: kcal/mole/Ax**2
'b0:

!

latom type Kb DbO

!

CCNH CC2N 410.000
CCNH NC2N 360.00
CCNH HC 375.00
CC2N NC2N 360.00
CC2N CCOH2 229.63
NC2N NN2 355.00
NC2N CNH3 250.00
NC2N CCNH2 250.00
CCNH2 CC2H2 229.63
CCNH2 HC 375.00
CC2H2 CC2H2 229.63
CC2H2 HC 375.00
CC2H2 CCH3 229.63
CCH3 HC 375.00
CCOH2 OH 428.00
CCOH2 HC 375.00
OH HO 545.00
CNH3 HC 375.00
ANGLES

!

!V(angle) = Ktheta(Theta
!

!V(Urey-Bradley) = Kub(S
!

!Ktheta: kcal/mole/rad**2
!ThetaO: degrees

.3600 !

.4120 !

.0830 !

.4120 !

.5000 !

.4000 !

.4800 !

.4800 !

.5000 !

.0830 !

.5000 !

.0830 !

.5000 !

.0830 !

.4200 !

.0830 !

.9600 !

.0830 !

Thetal) **2

SO) **x2

BOND

BOND

BOND

BOND

BOND

BOND

BOND

BOND

C3

C3

C3

Cc2

C2

N1

Cc4

C5

C2

N1

H4

N3

C1

N2

N1

N3

N2 N3
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36

Kub:

1S0: A

latom types

CCNH

CCNH

CCNH

CCNH

CC2N

CC2N

CC2N

CC2N

CC2N

CC2N

NC2N

NC2N

NC2N

NN2

NN2

NC2N

NC2N

NC2N

CCNH2

CCNH2

CC2H2

CC2H2

CC2H2

CC2H2

CC2H2

CCH3

NC2N

NC2N

CC2N

CC2N

CCOH2

CCOH2

NC2N

NC2N

CCNH

CCNH

CNH3

NN2

CC2N

NC2N

NC2N

CCNH2

CCNH2

CCNH

CC2H2

CC2H2

CC2H2

CC2H2

CCNH2

CC2H2

CCH3

CC2H2

Ktheta
CCNH2 130.00
NN2 105.00
CCOH2 45.80
NC2N 105.00
HC 22.00
OH 130.00
CNH3 130.00
NN2 105.00
HC 22.00
NC2N 105.00
HC 35.00
NC2N 160.00
CCOH2 105.00
CCNH2 105.00
CNH3 105.00
HC 35.00
CC2H2 105.00
HC 35.00
HC 22.00
CC2H2 45.80
HC 22.00
CC2H2 45.80
HC 22.00
CCH3 45.80
HC 22.00
HC 22.00

kcal/mole/A**2 (Urey-Bradley)

ThetaO Kub

110.00

111.80

130.00

111.80

130.00

111.70

110.00

111.80

130.00

111.80

118.20

110.30

111.80

111.80

111.80

118.20

111.80

118.20

130.00

130.00

130.00

130.00

130.00

130.00

130.00

130.00

S0
%
%
%
%
15.00 2.21500
[ S
%
%
15.00 2.21500

15.00 2.21500

15.00 2.21500

15.00 2.21500

15.00 2.21500

15.00 2.21500
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104.

107.

108.

108.

108.

108.

108.

cos(n(chi)

CCOH2 OH HO 55.00
OH CCOH2 HC 65.00
HC CCNH2 HC 35.50
HC CC2H2 HC 35.50
HC CCH3 HC 35.50
HC CCOH2 HC 35.50
HC CNH3 HC 35.50
DIHEDRALS

!

!V(dihedral) = Kchi(1l +

!

IKchi: kcal/mole

'n: multiplicity

!delta: degrees

]

latom types Kchi
]

NC2N NN2 NC2N CCNH
CCNH NC2N CCNH2 CC2H2
CCNH NC2N CCNH2 HC
CCNH CC2N NC2N NN2
CCNH CC2N NC2N CNH3
CCNH CC2N CCOH2 OH
CCNH CC2N CCOH2 HC
CC2N CCOH2 OH HO
CC2N NC2N NN2 NC2N
CC2N NC2N CNH3 HC
CC2N CCNH NC2N NN2
CC2N CCNH NC2N CCNH2
NC2N NN2 NC2N CCNH2
NC2N CCNH CC2N NC2N

n

.0500

.5000

.0000

.0000

.5000

.1000

.3000

.8200

.1800

.1000

.0400

.5000

.0500

.0000

38

99

40

40

40

40

40

I
delta))
delta
3 180.
1 180.
3 180.
2 180.
1 180.
2 180.
3 180.
3 180.
3 0
3 0
3 0
1 180.
3 180.
3 0.00

00

00

00

00

00

00

00

.00

.00

.00

00
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125 |HC CCNH CC2N NC2N 0.3000 3 0.00
126 | NC2N CC2N CCOH2 O0OH 14.0000 2 180.00
127 |NC2N CC2N CCOH2 HC 0.3000 3 0.00
128 | HC CCNH NC2N NN2 0.3000 3 0.00
129 |NN2 NC2N CCNH2 CC2H2 8.0000 2 180.00
130 |NN2 NC2N CCNH2 HC 0.3000 3 0.00
131 |CCOH2 CC2N NC2N NN2 2.5000 1 180.00
132 |NN2 NC2N CNH3 HC 0.3000 3 0.00
133 | NC2N CCNH2 CC2H2 CC2H2 0.1900 3 0.00
134 |NC2N CCNH2 CC2H2 HC 0.3000 3 0.00
135 | CNH3 NC2N NN2 NC2N 2.0500 3 180.00
136 | NC2N CCNH CC2N CCOH2 0.1900 3 0.00
137 |CCNH2 CC2H2 CC2H2 CC2H2 0.2000 1 0.00
138 |CCNH2 CC2H2 CC2H2 HC 0.3000 3 180.00
139 |HC CCNH NC2N CCNH2 3.0000 3 180.00
140 |CC2H2 CC2H2 CC2H2 CC2H2 0.2000 1 0.00
141 |CC2H2 CC2H2 CC2H2 HC 0.3000 3 180.00
142 | HC CCNH2 CC2H2 CC2H2 0.3000 3 180.00
143 |CC2H2 CC2H2 CC2H2 CCH3 0.2000 1 0.00
144 |CC2H2 CC2H2 CCH3 HC 0.3000 3 180.00
145 |HC CC2H2 CC2H2 CCH3 0.3000 3 180.00
146 |HC CCNH CC2N CCOH2 0.3000 3 180.00
147 |CCOH2 CC2N NC2N CNH3 2.5000 1 180.0
148 |HC CCNH2 CC2H2 HC 0.2000 5 180.00
149 | HC CC2H2 CC2H2 HC 0.2000 5 180.00
150 |HC CC2H2 CCH3 HC 0.2000 b5 180.00
151 |HC CCOH2 OH HO 0.1800 3 0.00
152

153 | IMPROPER

154 | !

155 | 'V(improper) = Kpsi(psi - psiO)*x*2

156 | !
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IKpsi: kcal/mole/rad**2
!psiO: degrees

'note that the second column of numbers (0)

latom types

NONBONDED nbxmod

cutnb 14.0 ctofnb

!V(Lennard-Jones)

is ignored

Kpsi psio

5 atom cdiel shift vatom vdistance vswitch -

12.0 ctonnb 10.0 eps 1.0 eld4fac 1.0 wmin 1.5

Eps,i,j[(Rmin,i,j/ri,j)**12 - 2(Rmin,i,j/ri,]

) **6]

I

lepsilon: kcal/mole, Eps,i,j = sqrt(eps,i * eps,j)

'Rmin/2: A, Rmin,i,j = Rmin/2,i + Rmin/2,j

I

'atom ignored epsilon Rmin/2 ignored eps,1-4
Rmin/2,1-4

!

CC2H2 0.0 -0.0560 2.0100 0.0 -0.01 1.9 ! ! SET
BY ANALOGY!!!

CC2N 0.0 -0.0500 2.1000 I I SET BY ANALOGY!!!

CCH3 0.0 -0.0560 2.0100 0.0 -0.01 1.9 !t SET
BY ANALOGY!!!

CCNH 0.0 -0.0500 2.1000 ! ' SET BY ANALOGY!!!

CCNH2 0.0 -0.0560 2.0100 0.0 -0.01 1.9 ! 1 SET
BY ANALQOGY!!!

CCOH2 0.0 -0.0560 2.0100 0.0 -0.01 1.9 ! ! SET
BY ANALOGY!!!

CNH3 0.0 -0.0560 2.0100 0.0 -0.01 1.9 !t SET
BY ANALOGY!!!

HC 0.0 -0.0460 0.9000 ! ' SET BY ANALOGY!!!
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HO 0.0
NC2N 0.0
NN2 0.0
0H 0.0
END

-0.0460

-0.2000

-0.2000

-0.1921

.2245

.8500

.8500

. 7650

SET

SET

SET

SET

BY

BY

BY

BY

ANALOGY ! 1!

ANALOGY ! !!

ANALOGY ! 1!

ANALOGY ! !!
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A.3 Material e Resultados Complementares

Para todos os graficos que se seguem, as seguintes denominagoes de atomos do composto

dhmtAc da Figura A.1 serao utilizadas.

Carbono: CCNH Carbono: C6
HO N
!
N=N
H;C {Hﬂ’)o
L’ Carbono: CC

Figura A.1: Composto dhmtAc com marcacoes de tipos de dtomos utilizados nas selecoes
dos graficos posteriores.

A.3.1 4-dmtAc

g(r)

500 [ ‘ -

400 |- i

300 |— —

200 —

100 — —

Figura A.2: Grafico da funcao de dispersao molecular g(r) vs A entre todos os dtomos
das moléculas de dhmt livre no sistema 4-dhmtAc. Os valores sao muito pequenos, pois
nessa selecao considera-se a distancias entre todos os atomos pertencentes a moléculas de
dhmt livre, incluindo atomos ligados, que sempre estarao proximos. Para se livrar desse
efeito € necessario fazer selecoes a tipos de dtomos especificos, para que esteja-se, de fato,
medindo dispersao entre moléculas de dhmt livre.
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Figura A.3: Gréfico da funcio de dispersao molecular g(r) vs A entre atomos carbono
CCNH das moléculas de dhmt livre e atomos de carbono CC das moléculas de acetato
livre no sistema 4-dhmtAc.

4.5 —

2.5 =

o

’1

0 e . T T T T T T r T r St
2.5 7.5 12.5 17.5 225 275

Figura A.4: Créfico da funcao de dispersao molecular g(r) vs A entre 4tomos carbono C6
das moléculas de dhmt livre no sistema 4-dhmtAc.



A.3 Material e Resultados Complementares 93

Bonds Bonds
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T T T
i o w0 10 150 a0 250
Frame Frame

w25

a5

a5
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Bonds Bonds

25
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175

B

125
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() (f)

Figura A.5: Gréficos de distancias em angstrom (A) entre as combinagoes de pares de
atomos carbono C6 das moléculas de dhmt livre no sistema 4-dhmtAc).
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A.3.2 hem-micela

aln)
'] 'ﬁh
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Figura A.6: Grafico da funcao de dispersio molecular g(r) vs A entre dtomos carbono C6
das moléculas de dhmt livre nos primeiros 5ns do sistema hem-micela.

Molecule 1, cap_micelle.psf: H-Bonds vs. Frame

22500 —

Mo. Bonds

21750 —

21700 —

21650 —

i
Frame

Figura A.7: Gréfico do nimero de ligacoes de hidrogénio no sistema hem-micela durante

a evolugao do sistema.
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A.3.3 sys-ConcB

176000
177000 51000
178000
50500
179000
180000 50000
181000
49500

182000
183000 49000 |
184000

, ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 48500 ‘ , ‘ ‘ ,

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Frame Frame
(a) Energia Eletrostdtica (b) Energia VDW

127000 1 127000
128000 128000 |
129000 129000
130000 1 130000
131000 131000
132000 1 132000
133000 133000

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

Frame Frame
(c) Energia de Interagoes Nao-ligadas (d) Energia de Total

Figura A.8: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de dgua (TIP3) durante a
evolugao (0-65ns) do sistema sys-ConcB. Cada intervalo de mesma cor indica 5ns conse-
cutivos de evolucao. A linha vertical delimita o que foi considerado o fim da equilibracao
e inicio da DM de producao, tendo base o estudo das energia do dhmt livre de sys-ConcB.
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Figura A.9: Gréficos de energias (kcal/mol) das moléculas de acetato livre durante a
evolugao (0-100ns) do sistema sys-ConcB. Cada intervalo de mesma cor indica 5ns conse-
cutivos de evolucao. A linha vertical delimita o que foi considerado o fim da equilibracao
e inicio da DM de producao, tendo base o estudo das energia do dhmt livre de sys-ConcB.
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