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Sumario: Neste trabalho realizamos simula¢gées computacialeaginamica molecular de
bicamadas de Lipidio A hexaacilado (mono- e difokfdo) deEscherichia coli tendo o
ion A" como principal contraion e com diferentes for@escias. Esse sistema tem grande
relevancia como adjuvante no desenvolvimento dénaace que ainda carece de mais
informacdes microscopicas sobre sua estrutura &mida. Evidencia-se o papel do ion
aluminio como elemento estrutural importante nauast e dindmica de bicamadas
lipidicas de Lipidio A.

Palavras—chavebicamadas lipidicas; lipidio A; simulagdo compidgal;

INTRODUCAO

Neste trabalho utilizamos simulagcdes computaciordds dindmica molecular, para
caracterizar a dindmica, funcionalidade e estrulgamembranas de Lipidio A de
Escherichia coli utilizando aluminio como contraidnpopolissacarideos (LPS) € o
principal componente da membrana externa de bastgram-negativas e conhecido como
importante ativador da resposta imunologica. Ess&serias respondem a variacdes de
condigbes ambientais através de modificacdes esdistdo LPS contribuindo para a
integridade estrutural da bactéria e protegendonsermbrana de certos tipos de ataque
guimico. O LPS é constituido de uma cadeia de emdgy um nucleo de oligossacarideos e
o lipidio A (endotoxina). O lipidio A é um dissaitheo fosforilado que possui um nimero
variavel de cadeias aciladas sendo o principaloresjvel pela atividade endotoxica da
bactéria. [1, 2].

E conhecido que modificagcbes nas condicbes fipidoicos na estrutura das
membranas de LPS provocam modificacdes estruturaissua forma de agregacao
provocando transi¢cOes de lamelar para nao-lamesde. projeto visa estudar o efeito que
fons trivalentes (Al) provocam na estrutura de bicamadas de lipidioefaacilado
(mono- e difosforilado) d&. coli. O fon AF* é comumemente usado como coadjuvante de
vacinas.[3,4] na forma de hidroxido, fosfato ourbidfosfato. No entanto, estudos da
estrutura e dindmica de bicamadas de lipidio A resemca do ion aluminio ainda nao
foram realizados.

Neste trabalho realizamos simulacdes de dinamickeaular de bicamadas de
lipidio A deE. coli hexaacilada (mono- e difosforilada), hidratadasretrés regimes de
concentracdo idnica, a saber: (a) concentracideddrero — apenas fons>Abuficientes
para garantir a eletroneutralidade do sistemasgbgentracéo idnica de 150mM de NaCl e
(c) concentracao idnica de 150mM de AlCI

MATERIAIS E METODOS
As simulacbes e andlises dos sistemas estudadams fogalizadas com o programa
GROMACS 4.5.x [5]. Utilizoou-se também ferramentasmputacionais de analise
desenvolvidas em nosso grupo afim de estudar mpdismo dos sistemas néo-lamelares.
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Utilizou-se parametros disponiveis na literatureagaion Af*[6], além de uma extensao
do campo de forca GROMOS53A6 para o lipidio A [K]construcdo das bicamadas,
solvatacdo, adicdo de ions foram realizadas utii@gaas ferramentas disponiveis no
programa GROMACS. Cada bicamada de Lipidio A (mandifosforilada) foi simulada
em trés diferentes situacdes de forca idnica: ¢figaf ibnica zero; 2) forca idnica de 150
mM com o sal NaCl; e(3) forca idnica de 150 mM ocoisal AlICk. Apds a construcao das
caixas de simulagdo, submeteu-se os sistemas rnagdes de energia utilizando o
algoritmo desteepest descent. O passo seguinte a minimizacéo de estrutura fionalacao
por dindmica molecular do sistema com o numero atéiqulas, temperatura (300K) e
pressdo constante (1 atm) no ensenipd. Adotou-se um esquema de acoplamento
semiisotropico para pressdo. A temperatura e agoedo sistema foram controladas com
uso do dos algoritmos de Berendsen. As simulacée®stenderam por um tempo
suficiente longo para os sistemas atingirem a asa &quilibrada (onde as propriedades
energéticas e estruturais do sistema nao variamm ooan 0 tempo). Apés atingido esse
estagio, as médias das propriedades de interesse f@lculadas. Nas simulacdes feitas,
foram utilizados os ultimos 70 ns de trajetoriaidgpada de cada simulagcéo para analise
de propriedades estruturais e dindmicas dos sistema

RESULTADOS
As estruturas finais das membranas simuladas egt@&sentadas na Figura 1. De
maneira geral, as membranas de Lipidio A monofdaflr mantiveram a sua estrutura
lamelar ao longo da simulacdo, ao contrario das bnemas contendo Lipidio A
difosforilado.

Figura 1: Estruturas finais da dos sistemas simulados, ar a)eLpA_mph_0mM, (B)
LpA_mph_OmM_150mM_NacCl, (C) LpA_mph_OmM_150mM_AIGD) LpA_dph_OmM,
(E) LpA_dph_OmM_150mM_NacCl, (F) LpA_mph_OmM_150mMGCA. Os ions aluminic
sédio e cloro estdo representagos esferas amarelas, vermelhas azuis, respectivanfs
moléculas de agua do sistema foram omitidas poezda

De maneira qualitativa, o fator predominante paranudanca na forma de
agregacdo da membrana encontra-se na estruturecguiemmembrana. As simulacdes na
presenca de forca ibnica dos dois diferentes sas influenciaram no polimorfismo
assumido pelas membranas.



Estimamos a area por cabeca lipidica e conseguatrasés dessa propriedade
estimar a convergéncia de nossas simulacoes eadoest forma de agregacdo da
membrana. Os sistemas ndo-lamelares apresentarangueda no valor da propriedade,
indicando a transformacéo estrutural do sistema.
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Fig 2. Area por cabeca de Lipidic Fig 3. Parametro de ordem para
as cadeias aciladas das
membrana:

Os parametros de ordem de deutério

das cadeias aciladas fornecem informacgOes sobrawdg organizacdo das cadeias da
membrana. Quanto menor o valor da propriedade, oes®rdenada encontram-se as
cadeias aciladas (Fig 3). A area por cabeca egglismmente relacionada aos parametros
de ordem das cadeias aciladas. A presenca deddimsisduzem um aumento do valor da

area por cabeca nas membranas. A analise da disiiibde densidade de grupos quimicos
ao longo do eixo z da membrana € um excelenteatidicda organizacao estrutural das

bicamadas Os resultados estéo apresentador na Biguseguir.
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Figura 4: Parametro de ordem para as cadeias aciladas das membranas de Lipidio A.
Uma tendéncia observada é que os sistemas comiforica proveniente do sal
AlCl 3 apresentam um grau maior de ordenamento em arslfesatipos. Possivelmente o
ion aluminio desempenha um papel estrutural deenador da estrutura da bicamada.

DISCUSSAO

Neste trabalho estudamos qual o papel estruturalogion aluminio provoca em
bicamadas lipidicas de Lipidio A hexaaciladdedeoli. O fator determinante para a forma
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de agregacdo deve-se a estrutura primaria do bipils membranas difosforiladas

apresentam forma de agregacdo nao-lamelar comdastacom as membranas

monofosforiladas que permanecem com estrutura &ane longo da simulagédo. As

simulacdes envolvendo forca ibnica ndo alteramrmdode agregacdo da membrana, mas
alteram o grau de hidratacéo, fluidez e estrutarad@s membranas. Independente do
fendtipo, as membranas simuladas com o sal ;Al@bresentam um maior grau de

hidratacdo na regido hidrofébica e maior interlacére as cadeias de cada camada.
Através do calculo dos numeros de coordenacdoah@sem cada sistemas, temos que o
aluminio apresenta numero de coordenacéo em terseis.

CONCLUSOES

As simulagfes mostraram que a estrutura quimicadpia do Lipidio A determina
a sua forma de agregacdo na presenca de ions mufme@mbranas difosforiladas tem
forma de agregacdo nao-lamelar, enquanto que adraeas monofosforiladas mantém a
sua estrutura lamelar). As simulacdes com forceadnao influenciaram no polimorfismo
da membrana, mas mostraram-se importante parairdgfiopriedades estruturais e
dindmicas do sistema. O AlCltem papel semelhante nas membranas mono- e
difosforiladas provocando um aumento no grau deataddo do interior da membrana e
uma maior fluidez nas cadeias aciladas do Lipidio A
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