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INTRODUCAO

A membrana externa de bactérias gram-negativas possui como
principal componente moléculas de Lipopolissacarideos (LPS). O
LPS é o principal responsavel pela integridade estrutural da
bacteria e atua como uma barreira protetora contra-ataques qui
micos de algumas substancias. O LPS é constituido de trés partes:
uma cadeia de antigeno, um nucleo de oligossacarideos e o lipidio
A (endotoxina). O lipidio A é um dissacarideo, que dependendo do
tipo de bactéria, pode apresentar diferentes graus de fosforilacéo,
numero e tamanho especificos para as cadeias aciladas e é o
principal responsavel pela ativade endotoxica da bactéria [1, 2].

Modificacbes em propriedades fisico-quimicas na
vizinhanca de membranas bacterianas de LPS podem provocar
mudancas estruturais profundas em sua forma de agregacao (de
uma estrutura planar para uma estrutura nao-lamelar ou com
curvaturas, por exemplo), fluidez e propriedades dinamicas. A
extensao dessas transicoes é dependente também da estrutura qui
mica do LPS e, principalmente, do lipidio A. O lipidio A tem
diversos graus de atividade endotoxica diretamente relacionada a
sua estrutura quimica primaria [2]. A versatilidade de obter-se
diferentes respostas imunoldgicas frente a combinacdo de
diferentes tipos de lipidio A combinados a mudancas em seu
ambiente fisico-quimico tem estimulado a aplicagdo desse lipidio
em diferentes campos da ciéncia. Um exemplo de aplicacdo é a
utilizacdo de lipidio A de Escherichia coli combinado a sais de
aluminio como adjuvante em vacinas como estimulador moderado
do sistema imune. A utilizacado do ion AI** como adjuvante de
vacinas [3,4] ocorre na forma de hidroxido, fosfato ou
hidroxifosfato. No entanto, ndo se sabe detalhes estruturais e
atomisticos de como o ion Al** influencia a estrutura e organizacio
de bicamadas e agregados lipidicos.

Neste trabalho realizamos simulacdes atomisticas de dina
mica molecular de bicamadas de lipidio A de Escherichia coli
hexaacilada (mono- e difosforilada), hidratadas e em trés regimes
de concentracéo ibnica, a saber: (a) concentrag&o ibnica zero -
apenas fons Al** suficientes para garantir a eletroneutralidade do
sistema; (b) concentragdo ibnica de 150mM de NaCl e (c)
concentracao idnica de 150mM de AlCl; de maneira a caracterizar a
influéncia do fon AL* na estrutura, fluidez e organizacdo das
bicamadas.

MATERIAIS E METODOS

Toda a preparacao das caixas de simulacao, realizacao das simulac
Oes e posterior analises das trajetorias geradas foram realizadas
com o programa GROMACS 4.6.x [5]. Adicionalmente as rotinas de
analises disponiveis no programa GROMACS, utilizou-se também
ferramentas computacionais de analise desenvolvidas em nosso
grupo onde a curvatura das membranas é levada em consideracao

no calculo de propriedades estruturais [6]. Utilizou-se parametros
disponiveis na literatura para o fon Al** [7] e a0 mesmo tempo
compativeis com os parametros do campo de forca GROMOS53A6
para o lipidio A [8], previamente desenvolvido e validado. Cada
sistema é composto de duas camadas de lipidio A totalizando 81
lipidios num arranjo quadrado de 9x9. As dimensdes da caixa sao
da ordem de 8x13x14 nm. Cada bicamada de Lipidio A (mono- e
difosforilada) foi simulada em trés diferentes situacdes de forca i6
nica: (1) forca i6nica zero (mph_OmM e dph_OmM); 2) forca i6nica
de 150 mM com o sal NaCl (mph_NaCl e dph_NaCl); e(3) forca i6
nica de 150 mM com o sal AlCl; (mph_ AlCl; e dph_AlCls).
Inicialmente construiu-se as caixas de simulacao para as bicamadas
com forca ibnica zero. O sistema foi entdo submetido a uma
minimizacao de estrutura com o algoritmo steepest descent. As
caixas de simulacdo com forca i6nica de 150 mM de NaCl ou AlCl;
foram criadas a partir das caixas mimizadas dos respectivos
sistemas quimiotipos sem forca i6nica. A adicao dos ions foi feita
através da substituicdo de moléculas de agua presentes no sistema.
Essas caixas também foram minimizadas com o algoritmo de
steepest descent. Os sistemas minimizados foram entao submetidos
a simulacdo pelo método de dinamica molecular. Adotou-se o
ensemble NpT com o numero de particulas (N), pressao (1 bar) e
temperatura (300K) constantes. Adotou-se um esquema de
acoplamento semiisotropico para a pressdao utilizando-se o
algoritmo de Berendsen para o controle da temperature e pressao.
As simulagoes foram estendidas por um tempo suficientemente
longo para que atingissem a fase equilibrada (onde as propriedades
energéticas e estruturais do sistema nao variam mais com o
tempo). A fase equilibrada de uma simulagao é onde as médias das
propriedades de interesse podem ser calculadas. Em nossas simulac
des as analises e calculo das propriedades foram realizadas nos U
ltimos 70 ns de trajetoria equilibrada para cada sistema.

Tabela 1: Nimero de moléculas presentes em cada bicamada lipidica.

Sistemas H,0 AP* Na+ cr
mph_OmM 43259 54 0 0
mph_ALCl; 42599 219 0 495
mph_NaCl 42929 54 165 165
dph_0mM 48868 108 0 0
dph_AlCl; 48080 305 0 591
dph_NaCl 48474 108 197 197

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 tempo minimo de simulacdo de cada sistema foi cerca de 200 ns.
As estruturas finais das bicamadas simuladas estao apresentadas na
Figura 1. De maneira geral, pode-se afirmar que os sistemas com
forca iOnica zero mantiveram a sua forma lamelar. Sendo que o
sistema monofosforilado (mph_OmM) preservou a sua planaridade,
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mas o sistema formado pelo lipidio difosforilado (dph_OmM)
apresentou a formacao de uma curvatura em sua estrutura. Os
sistemas com forca i0nica dos dois sais sofreram transicdo de
estrutura lamelar para nao-lamelar. Observa-se nos sistemas com
forca i6nica de NaCl a grande quantidade desses ions na estrutura
interna da membrana. Uma analise qualitatitva na estrutura final
mostra que a presenca do sal NaCl parece provocar uma maior
desorganizacgao estrutural que o sal AlCL;.
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Figura 1. Estruturas finais dos sistemas simulados. As moléculas de 4gua foram omitidas
por clareza. As esferas amarelas, azuis e vermelhas representam os ion Al3*, Cl' e Na*
respectivamente.

De maneira geral, temos uma grande variedade de
polimorfismos: lamelar, lamelar com curvatura e nao-lamelar.
Nota-se uma relacdo entre o aumento do nimero de ions AL*
presentes em cada caixa de simulagdo com o aumento da
desorganizacao de cada sistema.

Estimando a area por cabeca de cada sistema, observa-se
que o sistema planar e lamelar com curvatura estabilizaram com
valores ente 1 - 1.25 nm? (Figura 2, a esquerda). O jon aluminio
tem o efeito de provocar uma maior compactacao na cabeca dos
lipidios por ter um raio i6nico pequeno e com uma carga alta. Os
sistemas com maiores curvaturas ou de arranjo nao-lamelar
apresentam valores bastante baixos para a area por cabeca devido
as fortes mudancas em sua estrutura.
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Figura 2. Area por cabeca dos sistemas simulados (esquerda) e parametro de ordem mé
dio das cadeias aciladas (direita).

O grau de desordem dos sistemas pode ser estimado
através do calculo dos parametros de ordem das cadeias aciladas
dos sistemas. Os resultados estao compilados na Figura 2 (direita) e
mostram uma queda gradual do valor do parametro de ordem,
indicando uma diminuicdo da ordem do sistema. Observa-se uma
correlacao direta entre desordem do sistema e nimero de ions Al**
presente em cada caixa de simulacdo para os sistemas sem o ion
Na“.

Pode-se notar a variedade estrutural fornecida por ions
A3+ as formas de agregacdao das bicamadas com uma certa
modulacdo entre a sua quantidade e forma de agregacao. Nesse
enfoque, pode-se colocar as membranas na presenca do sal NaCl
em outro grupo onde a presenca do ion sodio sempre leva a transic
des da forma lamelar para nao-lamelar nas bicamadas. De maneira
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menos predominante, percebe-se o efeito que a estrutura quimica
do lipidio A tem na sua forma de agregacao: sistemas
monofosforilados sao mais organizados que o0s sistemas
difosforilados para o grupo contendo apenas o cation Al** em sua
composicao.

Simulacdes com forca i6nica ndo alteram apenas a forma
de agregacdo da bicamada, mas também o seu grau de hidratacao
e toda a sua estruturacdo. Estimativas do nimero de coordenacao
do ion aluminio em cada membrana indicam um ion praticamente
hexahidratado nos sistemas. Sendo que nos sistemas sem a presenc
a do ion Na’, ocorre a presenca desses ions hidratados dentro da
membrana provocando o seu inchaco e possivel mecanismo de
desestabilizacao.

Detalhes da estrutura da bicamada pode ser obtida
através da distribuicdo da densidade dos grupos quimicos ao longo
do eixo Z da membrana. No nosso caso, analisamos a distribuicao
ao longo do eixo normal ao plano da bicamada para as cadeias
aciladas, agua, atomos de fosforo e ions (Na®, AL e Cl). Os
resultados estao apresentandos na figura 5.
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Figura 3. Perfis de densidade para as moléculas de agua e cadeias aciladas (esquerda) e
para os fons e atomo de fosforo (direita) para cada sistema (A) - mph_OmM, (B) -
dph_OmM, (C) - mph_AICl5, (D) - dph_AICl3, (E) mph_NaCl e (F) - dph_NaCl.

Os perfis de densidade da esquerda servem como um indicativo do
grau de hidratacdo no interior da bicamada. A medida que
aumenta a desordem do sistema, observa-se mais agua no interior
da bicamada. Os picos referentes as cadeias aciladas mostram-se
cada vez mais largos e menos simétricos a medida que aumenta a
desordem do sistema. Os picos perdem definicao devido a maior
interpenetracao das cadeias aciladas. Analisando os perfis de
densidade a esquerda, nota-se que os sistemas sem a presenca do i
on Na" tem uma coordenacao forte entre os ions Al>* e o atomo de
fosforo, pois encontram-se na mesma regidao do eixo Z. A maior
largura da curva deve-se a maior desordem e flutuacao nas posicod
es dos grupos quimicos analisados. A presenca de ions cloretos no
sistema (C e D a direita da figura 3) provoca um espalhamento da
distribuicdo dos ions Al** ao longo do eixo Z na membrana. A atraca
o eletrostatica entre os ions é o responsavel por esse novo perfil de
densidade. Os sistemas contendo Na" apresentam como caracteri
stica mais marcante a forte coordenacao com o grupo fosfato da
membrana substituindo o ion AL** presente previamente nesse sitio
de ligacdo. A maioria dos ions Al** estdo em solucdo. Observa-se
aqui uma maior afinidade dos grupos fosfatos aos ions Na* que ao i
ons AI>* quando ambos estdo presentes na simulacdo. Essa analise
indica que a diversidade de polimorfismo observado nas bicamadas
contendo apenas Al** deve primordialmente a presenca do ion
como promotor do rearranjo da bicamada.

CONCLUSOES
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As simulacdes atomisticas de dinamica molecular conduzidas por n6
s indicam que a presenca de contraions (Al** e Na') sdo os
principais determinantes para transicao de lamelar para nao-
lamelar em bicamadas lipidicas de lipidio A de E. coli. A estrutura
quimica primaria do lipidio A tem influéncia mais secundaria com
sistemas monofosforilados sendo mais ordenados que os sistemas
difosforilados. Apenas o sistema monofosforilado na presenca de i
on Al** e sem forca idnica mantém a sua estrutura lamelar e plana.

Nota-se uma clara correlacao entre o grau de desordem do sistema
com o aumento do nimero de ions Al** quando este é o Unico ca
tion presente. O aumento da desordem nos sistemas é
acompanhado por uma maior fluidez e hidratacao da bicamada, alé
m de ions bastante hidratados no interior da bicamda. Investigacd
es ainda em curso visam entender o papel da densidade de carga
na interface lipidio/agua no processo de transicdo lamelar para na
o-lamelar nos sistemas. Uma outra investigacdo também em curso
é relacdo entre a série de Hofmeister e a forma de agregacao das
bicamadas lipidicas.
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