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RESUMO

ESTUDO COMPUTACIONAL DA ELETROPORACAO DE
MEMBRANAS LIPIDICAS

AUTORA: Jaciéli Evangelho de Figueiredo
ORIENTADOR: Leandro Barros da Silva

Neste trabalho, apresentamos um estudo computacional do processo de eletropora-
céo de membranas lipidicas na presenca de dgua. Na primeira etapa, realizamos a
dindmica da formacao de poros através de simulagées baseadas na dinadmica mole-
cular classica, utilizando o cédigo NAMD. Posteriormente, desenvolvemos um estudo
ab initio, empregando a teoria do funcional da densidade, conforme implementada no
programa SIESTA. Os resultados da primeira analise mostraram a formacao de po-
ros no interior da bicamada apds 1ns de aplicacdo de um campo elétrico externo, a
uma temperatura de 300 K. Também verificamos que, para temperaturas acima de
300 K, esse tempo se reduz. Observamos um rearranjo das moléculas de agua na
forma de um cone de Okuno Tanioka devido a acdo do campo elétrico. Isso ocasi-
ona um aumento no numero de ligagbes de hidrogénio das mesmas, o que nao foi
observado com o uso de moléculas apolares como o cloroférmio. Na segunda etapa,
realizamos a analise das propriedades eletrdnicas e estruturais, utilizando as estrutu-
ras dos fosfolipidios provindas dos calculos de dinamica molecular. Mostramos que
a acao do campo elétrico modifica o gap de energia tanto da estrutura do fosfolipidio
isolado quanto para a configuracdo de bicamada lipidica. Através dos mapas do po-
tencial eletrostatico, mostramos que a agdo do campo elétrico leva a uma polarizagcédo
do fosfolipidio ocasionando um torque no momentos de dipolo elétrico da molécula. A
rotacdo dos momentos de dipolo elétrico causa um estresse na bicamada, que por si
s6 ndo é capaz de rompe-la. Dessa forma, a presenca da dgua é fundamental, pois di-
ante a acao do campo elétrico as moléculas se reordenam arranjando-se de maneira
a formar um cone. Este fato, associado ao enfraquecimento da membrana lipidica,
devido ao estresse causado pelo realinhamento nos momentos de dipolo elétrico, sdo
a origem do processo de poracgao.

Palavras-chave: Fosfolipidios. Campo Elétrico. poro



ABSTRACT

COMPUTATIONAL STUDY OF ELECTROPORATION OF LIPID
MEMBRANES

AUTHOR: Jaciéli Evangelho de Figueiredo
ADVISOR: Leandro Barros da Silva

In this work we present a computational study of the electroporation process of li-
pid membranes in the presence of water. First, we developed an investigation of the
formation of pores through simulations based on classical molecular dynamics using
NAMD code. Subsequently we developed ab initio study using density functional the-
ory, as implemented in the SIESTA code. This analysis showed the formation of pores
within the lipid bilayer 1ns after the application of external electric field, 300 K. We
found that set temperatures above 300 K may reduce the simulation time. We also
observed a rearrangement of water molecules of a Okuno Tanioka cone due to the
action of the electric field. Interestingly, this induced an increase of the number of hy-
drogen bonds, which was not observed using apolar molecules such as chloroform.
After, we performed the analysis of structural and electronic properties of the structu-
res of phospholipids,which were extracted from the molecular dynamics calculations.
It is noteworthy that the action of the electric field changed the energy gap of both
the structures of isolated phospholipid as for the lipid bilayer configuration. Through
maps of electrostatic potential, we showed that the electric field leads to a polarization
of phospholipid, which induced a torque in the electric dipole moments of the water
molecule. The rotation of the electric dipole moments gave rise to stress in the lipid
bilayer, which by itself was not enough to break it. In summary, the presence of water
was critical since under the action of an electric field the molecules rearranged to form
a cone. This fact, associated with the weakening of the lipid membrane due the stress
from the realignment electric dipole, was the responsible for the poration process.

Keywords: Phospholipid. Electric Field. Pore
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1 INTRODUCAO

A forma mais basica e simples da vida humana é a célula. Sdo estruturas com-
plexas organizadas e diversas. Cada célula possui uma finalidade e fungéo diferente,
nelas estdo contidas as caracteristicas morfologicas e fisiolégicas dos organismos vi-
vos. Portanto, as propriedade de um dado organismo dependem de suas células
individuais, cuja continuidade ocorre através de seu material genético (ZAHA et al.,
2003).

Em relagédo a estrutura das células, a membrana celular € um dos elementos
mais importantes. A membrana fornece individualidade a cada célula, além de ser
uma estrutura dinamica que permite interacées tanto com os ambientes intra e extra
celulares como com outras células, facilitando as funcdes realizadas por elas.

As membranas celulares consistem de uma dupla camada continua de lipideos,
com a qual proteinas e carboidratos das mais diversas naturezas interagem. Constitui,
portanto, uma barreira fisica que possui diferentes graus de permeabilidade para as
diferentes substancias (CORREIA, A., 2013).

Processos de transporte molecular em bicamadas lipidicas ocorrem natural-
mente no nosso organismo a todo instante. Estes desempenham um papel fundamen-
tal em muitos mecanismos de regulagédo celular. Muitos destes processos ocorrem
espontaneamente. Por exemplo, moléculas pequenas como a agua, oxigénio e di6-
xido de carbono que circulam em nossa corrente sanguinea e atravessam a bicamada
lipidica sem ajuda das proteinas. Ja em outros casos seria praticamente impossivel
uma molécula quebrar a barreira hidrofébica de uma bicamada lipidica sem ajuda dos
proteinas, como ocorre com certos medicamentos. As membranas celulares, assim
como a parede celular, constituem um dificil obstaculo para o acesso de farmacos
hidrofilicos as suas moléculas alvo, dentro das estruturas celulares. Para superar
os problemas de administragdo de farmacos, varias técnicas tém sido desenvolvidas.
Dentre elas podemos destacar a utilizacdo de vetores (VALERO et al., 2008), para
o tratamento de certas patologias. No entanto, ainda existem poucos estudos nesta
area. Entender esse processo de permeacgdo tem despertado interesse de muitos
pesquisadores, principalmente farmacéuticos e bioengenheiros que buscam compre-
ender o mecanismo de permeacgao, nao sé para o entendimento de funcdes basicas
das biomembranas, mas objetivando o desenvolvimento de sistemas de entrega de
drogas (POURMOUSA et al., 2012).

Recentemente uma das técnicas que vém sendo desenvolvidas neste ambito
€ a eletroporacao ou eletropermeabilizacdo (CHEN et al.,, 2006). Nesta técnica, a
membrana é exposta a um campo elétrico suficientemente forte que induz uma ten-
sao transmembranar. O resultado é a formacao de poros na membrana, tornando-a
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permeavel. Isto facilita a entrada de moléculas que de outro modo seriam barradas
pela bicamada lipidica (CHEN et al., 2006). Essa mudanga estrutural que ocorre na
membrana é totalmente reversivel se a exposicado ao campo elétrico for suficiente-
mente curta. Assim, os lipidios conseguem se reorganizar e voltar ao seu estado de
equilibrio (KOTNIK et al., 2012).

Desde seu aparecimento, a eletroporacéao tem recebido uma atencéo significa-
tiva, pois, trata-se de uma ferramenta bastante util em iniUmeras areas. Dentre elas,
podemos citar a medicina e a biotecnologia (STAMPFLI, 1958; NEUMANN; ROSE-
NHECK, 1972). Por ser de um procedimento reversivel (com aplicagdo do campo
elétrico de forma controlada), pode ser aplicada em tratamentos que visam a introdu-
cao de medicamentos quimioterapéuticos em células tumorais (SERSA et al., 2008;
TAKAHASHI; KIKKAWA; N., 2015), ou até mesmo induzindo a morte celular (SOZER
et al., 2015) através da perda do conteudo celular. A técnica também oferece uma
grande promessa na area da terapia genética, pois reduz os riscos provocados por
vetores virais, atraves da eletro-transferéncia de DNA (ANDRE; MIR, 2004).

Na biotecnologia, a eletroporacao estd em ascensao, o numero de estudos e
aplicacOes esta cada vez maior. Dentre eles, se destacam: melhoramento genético,
que € realizado através da eletroporacao reversivel (KOTNIK et al., 2015). Nesta téc-
nica é incluido fragmentos de DNA em células que serdo herdados na divisdo celular
(AUNE; AACHMANN, ; TAKAHASHI; KIKKAWA; N., 2015; MILLER, 1994). Inativacédo
de microorganismos através de pulsos elétricos, nesse método a atividade celular, o
crescimento e a divisdo celular sdo inibidos (SACK et al., 2010b; MORALES; ELEZ;
MARTIN-BELLOSO, 2011; MAHNI¢-KALAMIZA; VOROBIEV; MIKLAVCIE, 2014). O
que evita a contaminagdo, promissor na conservacao de alimentos, tratamento da
agua, evitando o uso de radiagdes e de produtos quimicos (RIEDER et al., 2008). E
por fim, extragdo de biomoléculas, aqui podemos listar as mais interessantes: eletro-
poracao da uva para extracao de polifendis (PUERTOLAS et al., 2010), da beterraba
para extragdo de agucar, esse ja utilizado em muitos paises (SACK et al., 2010a).

No entanto, apesar da técnica de eletroporagdo possuir inimeras vantagens e
aplicagdes, o mecanismo detalhado deste processo ainda continua a ser objeto de
investigacdo. Também, as aplicagdes in vivo permanecem muito escassas, em parte
por causa do limitado conhecimento e compreensao da base teérica do fendmeno
(TAREK, 2005; TEISSIE; GOLZIO; ROLS, 2005; WEAVER, 2003; WEAVER; CHIZ-
MADZHEYV, 1996).

Dentro deste contexto, este trabalho tem como proposta o estudo da intera-
cao de campos elétricos externos com membranas fosfolipidicas POPC (1-Palmitoyl-
2-oleoylphosphatidylcholine), com o intuito de avaliar teoricamente o comportamento
de particulas e moléculas envolvidas no processo de difusdo de membranas biol6gi-
cas por meio de célculos de dindmica molecular e de estrutura eletrdnica. Com isso
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poderemos indicar como o campo elétrico afeta estruturalmente e fisicamente as molé-
culas fosfolipidicas, e, dessa forma, entender o processo de permeacgao e a formacao
de poros.

Para tanto pretendemos realizar os calculos utilizando o pacote computacional
NAMD (Not (just) Another Molecular Dynamics code)(PHILLIPS et al., 2005) que per-
mitem a analise dos sistemas utilizando dindmica molecular classica, juntamente com
calculos ab initio fazendo o uso do cédigo SIESTA (baseado na Teoria do Funcional
da Densidade) (SOLER et al., 2002).

1.1 MEMBRANA LIPIDICA

As membranas lipidicas sdo estruturas dindmicas, fluidas, e grande parte de
suas moléculas sdo capazes de se mover-se no plano da membrana. As moléculas
lipidicas séo arranjadas como uma dupla camada continua de moléculas fosfolipidicas
antiparalelas com aproximadamente 4 nm de espessura, como esta no esquema da
figura 1.1.

Figura 1.1 — Ordenamento fosfolipidico em uma bicamada lipidica na presenca da
agua.

Fosfolipideos

Os fosfolipidios, portanto, fornecem a estrutura basica da membrana. Sao res-
ponsaveis por cerca de 50 % da formacao da maioria das membranas celulares ani-
mais. O restante é constituido principalmente de proteinas. Sao aproximadamente
5210° moléculas lipidicas em uma area de 1um?, ou seja, 10° moléculas lipidicas em
uma pequena célula animal (ALBERTS et al., 2007). As moléculas fosfolipidicas séo
compostos idnicos e possuem uma caracteristica muito importante: elas sao anfipati-
cas, ou seja, apresentam componentes hidrofilicos e hidrofébicos. Cada uma destas
moléculas se compdem de trés porgdes: a primeira € a por¢ao hidrofilica, ou polar é
denominada "grupamento-cabeca". Nessa regido, estdo localizados os grupamentos
fosfato e um élcool. O alcool pode ser serina, etalonamina, inositol ou colina. Os
nomes dos fosfolipidios, portanto, incluem fosfatidilserina, fosfatidiletalonamina, fos-
fatidilinositol e fosfatidilcolina. A segunda, ou intermediaria, € representada por uma
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unidade de glicerol e a terceira, formada por duas moléculas paralelas de acido graxo
que se ligam ao glicerol por carboxilas, € hidréfoba. Essa por¢ao dos fosfolipidios é
uma longa cauda hidrocarbonada (estrutura composta por atomos de carbono e ato-
mos de hidrogénio) de acidos graxos(normalmente contém entre 14 a 24 atomos de
carbono).

Enquanto os grupamentos polares da cabeca da camada externa estao vol-
tados para o ambiente externo, as caudas se encontram voltadas para o interior da
membrana. Os acidos graxos podem ser saturados, contendo 0 nimero maximo de
atomo de hidrogénio ligados aos atomos de carbono, ou insaturados, com uma ou
mais ligacdes duplas entre os 4&tomos de carbono. Podemos observar a estrutura dos
fosfolipidios na figura 1.2.

Figura 1.2 — Molécula fosfolipidica, (A) Esquema representativo, (B) Representacao
das ligacbes quimicas e estruturais (C) Modelo em tridimensional do fosfolipidio.
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Fonte: Adaptado de (ALBERTS et al., 2007).

A figura 1.2 demonstra que cada ligacado dupla acarreta uma pequena flexao
na cauda do fosfolipidio (ALBERTS et al., 1994). A extensdo das cadeias de acidos
graxos e seu grau de saturagéo afetam a estrutura da membrana. As cadeias de &cido
graxo normalmente se movimentam por meio de flexdo (inclinacdes e flexdes), rotacao
ou deslocamento lateral. Nos pontos onde existem ligacdes duplas entre os atomos
de carbono, ocorrem dobramentos na cadeia, limitando alguns tipo de movimento e
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evitando que os acidos graxos se agrupem com muita proximidade (CHANDAR; S.,
2010).0s fosfolipidios das membranas celulares ndo migram de uma camada para
outra (chamado de movimento flip-flop). No entanto, durante o processo de morte
celular programada, podera ocorrer o deslocamento de fosfolipidios da camada mais
interna para a camada externa.

A natureza anfipatica dos fosfolipidios, os faz formar bicamadas espontane-
amente em solucdo aquosa. Quando um conjunto de moléculas fosfolipidicas sao
circundadas por agua por todos os lados, elas tendem a agregar-se de modo suas ca-
becas hidrofilicas fiques expostas a agua e suas caudas hidrofébicas fiquem ocultas
no interior. Dependendo de sua forma, elas podem fazer isso de dois modos: se or-
ganizam, formando folhas ou bicamadas com as caudas voltadas uma para as outras
ou como micelas esféricas, com as caudas voltadas para dentro, como mostra a figura
1.3. Devido ao seu formato cilindrico, esse arranjo dos fosfolipideos ocorre esponta-
neamente, pois, quando dispersas na a 4gua as cabecas fosfolipidicas conseguem se
dissolver rapidamente, devido a presenca de grupos polares nesta extremidade. Estes
grupos conseguem formar, portanto, interagcdes eletrostaticas ou ligagdes de hidrogé-
nio com as moléculas de agua. O contrario ocorre com as caudas dos fosfolipidios,
que por serem apolares, isto é, insolUveis em agua, nao conseguem formar interacdes
energeticamente favoraveis com as moléculas de agua. Depois de arranjadas as ca-
becas fosfolipidicas, que sao hidrofilicas, ficam em contato com a agua enquanto que
as caudas hidrofébicas ficam voltadas para parte interna. Esse rearranjo espontanéo
dos fosfolipidios também acontece se por alguma razdo acontecerem quebras ou fa-
lhas na estrutura da bicamada. Tanto causados por um agente externo ou por alguma
modificacdo de suas ligacdes. As moléculas fosfolipicas se reorganizam recuperando
a sua estrutura de equilibrio.
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Figura 1.3 — Arranjo das moléculas lipidicas em meio aquoso. (A)- Formacgao de Mice-
las; (B) - Formacéo de Bicamadas Lipidicas.

Arranjo
Configuracio Moléculas Lipidicas -
Moléculas Lipidicas e \T /
“\ Micelas
()
Bicamada
m Lipidica

(B)

Fonte: Adaptado de (ALBERTS et al., 2007).

Uma outra caracteristicas da bicamada lipidica € que sua estrutura altamente
impermeavel, ou seja, ela ndo permite que moléculas passem livremente através de
seu meio. Somente algumas moléculas pequenas conseguem penetrar na membrana,
como agua e certos gases. Outras moléculas necessitam de ajuda das proteinas para
romper a barreira da membrana. Algumas proteinas, por sua vez, possuem “passe li-
vre” na bicamada lipidica. Sao elas que permitem a interacdo da bicamada com outras
moléculas e também com outras células. Para que isso ocorra naturalmente a bica-
mada lipidica apresenta uma certa fluidez, o que significa que os seus componentes
nao ocupam posicdes definidas e estdo susceptiveis a deslocamentos bidimensionais
de rotacao ou de translacao. A fluidez é responsavel por sua mobilidade, e facilita o
transporte de substancias para dentro e para fora da membrana.

1.2 TRANSPORTE TRANSMEMBRANAR

Por apresentar permeabilidade seletiva, a membrana lipidica permite que molé-
culas fisiologicamente importantes entrem e saiam das células, ao mesmo tempo em
que exclui outras moléculas. Essa funcédo de barreira é de importancia fundamental
porque permite a celula manter seu volume e balango de ions necessério para que
0s processos celulares normais que mantém a vida ocorram (CHANDAR; S., 2010).
Para utilizar essa barreira, contudo, as células tiverem que desenvolver maneiras de
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transferir moléculas hidrossollveis especificas através de suas membranas de modo
a ingerir nutrientes essenciais, excretar produtos residuais do metabolismo, e regular
concentracoes ibnicas intracelulares. O transporte de ions inorganicos e de pequenas
moléculas hidrossoluveis € realizado por proteinas transmembranares especializadas,
cada uma das quais é responsavel pela transferéncia de um ion especifico, ou uma
molécula especifica ou de um grupo de um grupo de ions ou moléculas analogas. As
células também podem transferir macromoléculas e mesmo particulas grandes atra-
vés de suas membranas, mas 0os mecanismos envolvidos na maioria desses casos
sao diferentes e muito complexos (ALBERTS et al., 2007).

Alguns medicamentos também podem ter acesso ao interior das células. Para
que isso ocorra, sdo necessarias proteinas facilitadoras que estdo embebidas na
membrana lipidica (figura 1.4).

Figura 1.4 — Esquema representativo das proteinas facilitadoras embebidas na mem-
brana.

Proteinas

Fonte: Adaptado de (CHANDAR; S., 2010).

Essas proteinas sao canais ibnicos, transportadores ou bombas. Proteinas de
membrana individuais podem ligar certas moléculas especificamente e facilitar seu
movimento através da membrana lipidica.

A maior parte dos transportes realizados pela membrana ocorrem sem gasto de
energia. O transporte passivo € utilizado quando as moléculas se deslocam através
da membrana do meio de maior concentracdo para o meio de menor concentracao
como mostra o esquema da figura 1.5.
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Figura 1.5 — Gradiente de concentracao de solutos a serem transportados (transporte
passivo).
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Em contraste, no transporte ativo, as moléculas sao deslocadas dos locais em
que estdo presentes em baixa concentracdo para locais de alta concentracdo, em um
processo dependente de energia.

1.3 POTENCIAL MEMBRANAR

Como sabemos, a célula esta imersa em uma solucdo salina diluida no meio
aquoso. Isso faz com que as moléculas de sal se decomponham em ions, que movem-
se livremente nesse fluido. Quando ocorre um desequilibro devido a um excesso de
ions em um dos lados da célula, um campo elétrico € gerado na superficie celular, por
meio das diferencas entre as concentracdes idnicas no interior da célula e no meio
extracelular (OKUNO; CALDAS; CHOW, 1982). Existe, portanto, uma diferenga de
potencial eletrostatico entre o liquido no interior da célula e o fluido extracelular, tam-
bém conhecido como potencial de repouso da membrana. Isso fica mais evidente ao
imaginarmos a membrana celular como um capacitor, no qual duas solugdes condu-
toras estdo isoladas por um fina camada isolante - a membrana (OKUNO; CALDAS;
CHOW, 1982).

Observando a figura 1.6 a seguir € possivel compreender como se origina o
potencial de repouso. Este ocorre devido as cargas elétricas em excesso, (), pre-
sente na superficie externa da membrana (excesso de cations) e () acumuladas na
superficie interna da membrana (excesso de anions).
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Figura 1.6 — Membrana Celular na forma representativa de um capacitor.
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E importante ressaltar que as concentracdes idnicas de dentro e fora da célula
sao muito distintas. Geralmente ions Na™* (cations) permanecem na parte externa da
célula, e os ions de CI~ em grande maioria encontram-se na parte intracelular (DE-
BRUIN; W., 1999). A concentracédo de ions de sodio é pelo menos onze vezes maior
do lado de fora da célula, o que a torna negativa no seu interior (OKUNO; CALDAS;
CHOW, 1982).

E possivel medir esse potencial de repouso através de microeletrodos que séo
ligados ao interior da célula e ao liquido extracelular. Esses eletrodos sdo pequenos
capilares de vidro conectados a um voltimetro. Geralmente o potencial de repouso
varia entre -40 a -80 mV/, dependendo do tipo de célula (CUNNINGHAM et al., 1971).

1.4 ELETROPORACAO

A eletroporacao é o termo utilizado para descrever a presenga de poros hidrofi-
los em membranas artificiais ou celulares devido a agdo de campos elétricos externos.
Trata-se de um fendmeno relativamente simples, porém poderoso, que consegue rom-
per a barreira da membrana celular. Nesta técnica, a membrana lipidica é exposta a
um campo elétrico de alta a média intensidade. Esse campo elétrico é emitido por
meio de pulsos elétricos, numa escala de tempo de microssegundos a milissegun-
dos. Estes sdo suficientes para produzir um potencial elevado tipicamente 200 mV
(CHEN et al., 2006; GENG; LU, 2013), podendo ser aplicados em regides especificas
da célula e desligados quando necessario.

Durante o periodo de desestabilizacao (quando o campo elétrico estd sendo
aplicado), a membrana celular se torna altamente permeavel devido a varias dobras
e quebras transitérias da parede celular (JEON; SURESH; KIM, 2013). Dessa forma,
moléculas exdgenas presentes nos meios circundantes conseguem facilmente atra-
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vessar a barreira celular (CHANG, 1992). Os poros que se formam na desestabiliza-
cao da membrana geralmente sao preenchidos por moléculas de agua € ions.

Por outro lado, se o campo elétrico for desligado, a membrana lipidica podera,
em algumas circunstancias, recuperar-se e voltar ao seu estado de equilibrio (WEA-
VER, 2003). Quando submetida a campos elétricos muito intensos, a membrana pode
sofrer um colapso irreversivel (PORTEL et al., 2011; KRAMAR; MIKLAVCIC; LEBAR,
2007; TEKLE et al., 2005; POLAK et al., 2014).

A eletroporacédo, portanto, pode ser considerada uma técnica de micropora-
cao da membrana, que pode ser aplicada em uma Unica célula ou em até milhdes
de células (CHANG, 1992). Essa técnica comecou a ser discutida nos anos 1950 e
1960, onde surgiram as primeiras publicacdes, nas quais um campo elétrico era apli-
cado externamente, podendo induzir um potencial, chamado potencial transmembra-
nar (CHEN et al., 2006; COLE, 1968). Também foi demonstrado que se o campo elé-
trico aplicado for excessivamente alto pode levar a lise celular (processo onde ocorre
a ruptura ou dissolugdao da membrana, levando a morte da célula e a liberacao de seu
conteudo) (SALE; HAMILTON; KAPER, 1968; NEUMANN et al., 1982).

1.5 REVISAO DA LITERATURA SOBRE METODOS DE ELETROPORAGAO

Em simulagcées computacionais que utilizam calculos de dindmica molecular
classica, existem dois métodos que sdo amplamente utilizados induzir a eletroporacao
em membranas lipidicas: a aplicacao direta de um campo elétrico externo e o dese-
quilibrio i6nico. No primeiro, é aplicado um campo elétrico constante e perpendicular
ao plano da membrana lipidica ocasionando uma diferenca de potencial ao longo de
todo o sistema (DELEMOTTE; DEHEZ; W., 2008). Esse processo é realizado por meio
da aplicacdo de uma forga, F = ¢,E em todos os atomos de carga ¢;. Este foi o mé-
todo adotado para realizagéo de todos os célculos ao longo deste trabalho. A escolha
deste deve-se a possibilidade de podermos determinar e fixar o valor do campo elé-
trico que sera aplicado ao longo da membrana lipidica, e também por reduzir o tempo
de simulacao.

Quando a eletroporacéao é induzida por um desequilibrio ibnico, sdo colocadas
dois reservatorios de agua em contato com a membrana lipidica, um dos reservatérios
com excesso de ions positivos (Na) e outro com excesso de ions negativos (Cl). Como
mostra a figura 1.7 (b) a seguir, em suas extremidades existe uma regido de vacuo de
largura ¢z que separa o sistema de suas imagens periédicas (a presenca desta regiao
ndo altera as propriedades da membrana). Devido a este desequilibrio de cargas
€ possivel gerar uma tensao transmembranar e reproduzir pulsos elétricos de baixa
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intensidade.

Figura 1.7 — (a)- Eletroporacéo induzida por desequilibrio de cargas; (b) Esquema
representativo da técnica do desequilibrio de cargas.

Fonte: (a) Adaptado de (DELEMOTTE; TAREK, 2012).

Outra forma de induzir a eletroporagéao pelo método de desequilibrio de car-
gas é através de trés reservatorios de NaC'l e agua separados por duas camadas de
membrana lipidica, conforme a figura 1.8. Da mesma forma que o anterior, devido ao
desequilibrio de carga entre os dois reservatérios é induzida uma tensao transmem-
branar que gera pulsos elétricos de baixa intensidade. No entanto, este método é
raramente utilizado devido ao alto custo computacional.
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Figura 1.8 — Eletroporagao induzida por desequilibrio de cargas.
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Fonte: Adaptado de (DELEMOTTE; TAREK, 2012).

Nos dois ultimos métodos citados, onde temos a indu¢ao da eletroporagéo por
desequilibrio de cargas, nao é possivel controlar o valor da tensdo transmembranar
que sera gerada e o tempo de simulagcao € muito maior para que se consiga observar
a abertura dos poros. Por isso, neste trabalho utilizamos a aplicagao direta do campo
elétrico perpendicular a membrana.

Nas ultimas décadas as aplicacbes e o mecanismo pratico da eletroporacao
tém recebido uma atengéo crescente, em particular como meio de introdugédo de uma
variedade de farmacos, anticorpos e plasmideos em células (DELEMOTTE; TAREK,
2012; NEUMANN; ROSENHECK, 1972; PRAUSNITZ; BOSE; LANGER R. WEAVER,
1993; SUZUKI et al., 1998; TSONG, 1987; BRETON et al., 2012; TOKMAN et al.,
2013; ZHAN et al., 2012; CAMP et al., 2012).

Dentro deste contexto, podemos citar o trabalho realizado por Ho e colabora-
dores (HO et al., 2013), que analisaram, através de célculos de dinamica molecular
classica, a eletroporacao e o transporte de ions em uma membrana POPC, aplicando
um campo elétrico externo. Foram utilizados campos elétricos de diferentes intensi-
dades, variando de 100 a 400 MV/m para algumas concentrac¢des de ions de NaCl e
KCI. Nesta pesquisa, foram estimados os raios dos poros formados apés aplicacao
do campo elétrico, como mostra a figura 1.9.
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Figura 1.9 — Formacao de Poros em uma Membrana POPC.

Fonte: Adaptado de (HO et al., 2013).

Por meio deste estudo, os pesquisadores conseguiram observar a abertura de
poros e por consequéncia o transporte de ions para o interior da membrana. Atra-
vés da aplicagao de diferentes valores de campos elétricos, ficou claro que o raio do
eletroporo pode ser ajustado conforme o campo elétrico que esta sendo aplicado.

O trabalho realizado por Tokman e colaboradores (TOKMAN et al., 2013) ob-
servou a reorganizacao dos dipolos da agua frente a aplicacao de um campo elétrico
externo. Para tanto, foram feitos célculos de dinamica molecular com a utilizacdo de
um membrana POPC e também a aplicagdo de campo elétrico em camadas de agua
isoladas pelo vacuo, como mostra a figura 1.10.
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Figura 1.10 — (a)Formacao de Poros em uma Membrana POPC e no (b) vacuo.

Fonte: Adaptado de (TOKMAN et al., 2013).

Tokman e colaboradores concluiram que a formacao de poros para ambos os
casos é bastantemente similar.

Este estudo também mostra que a eletroporagéo é impulsionada pela reestru-
turacdo das moléculas de agua, na forma de fio de agua com alinhamento dos dipélos
devido ao campo elétrico que foi aplicado, figura 1.11. O mesmo comportamento foi
identificado por Delemotte e colaboradores (DELEMOTTE; TAREK, 2012) e por Po-
lak e colaboradores (POLAK et al., 2014) que observaram a formagédo de um defeito
chamado de “fio de agua” no inicio do processo de eletroporacéo.
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Figura 1.11 — Inicio do processo de eletropracgao.

Fonte: Adaptado de (TOKMAN et al., 2013).

Sendo assim, o inicio do processo de formagéao de poros da membrana é es-
tabelecido a partir da formacao do fio de 4gua, e a partir desse podemos dizer que a
membrana € permeavel.

No estudo de Polak e colaboradores (POLAK et al., 2014) foram utilizadas mem-
branas Archaeal (membranas lipidicas encontradas em bactérias) (Aeropyrum pernix)
como mostra a figura (1.12) e POPC, este tipo de membrana apresenta ligacoes éter
em vez de ligacdes éster entre o grupo da cabeca e na regido da carbonila e suas
caudas sao ramificadas com o grupo metil em sua formacdo, o que as difere das
membranas fosfolipidicas do tipo POPC. Esta membrana foi utilizada para os célcu-
los de dinamica molecular bem como para os ensaios feitos em laboratorio por ser
considerada mais estavel quimica e fisicamente. Polak e colaboradores utilizaram o
método de desequilibrio de cargas para impulsionar a eletroporagdo, com temperatura
variando de 298 até 323 K. Foi observado que o tempo para abertura do "fio de agua"é
em alguns casos dependente da temperatura, do tipo de membrana e da concentra-
cao de ions presentes no sistema. O estudo também demonstra que membranas do
tipo archaeal apresentam maior estabilidade e por isso podem ser consideradas com
maior viabilidade para uma possivel entrega de farmacos.
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Figura 1.12 — Representagéo do lipideo Archaeal(Aeropyrum pernix) em comparagao
com lipideo DPPC (dipalmitoyl-phosphatidyl-choline)que compde a membrana.

DPPC BN DPPC Al AGI

Fonte: Adaptado de (POLAK et al., 2014).

Ainda com o uso da dindmica molecular através do programa NAMD, outro tra-
balho importante que descreve o processo de eletroporagéo € o estudo realizado por
Majhi e colaboradores (MAJHI et al., 2015). Neste trabalho foram utilizadas membra-
nas lipidicas POPC ( 7-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholine e DPPC (1,2-Dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine), empregando diferentes temperaturas (230 a 350K) para
diferentes campos elétricos (0,3 a 1,1 V/nm). Além disso, o trabalho descreve a tempo
de crescimento e a tempo de encerramento dos poros de acordo com a temperatura
e campo elétrico aplicado. Para a temperatura de 300 K com campo elétrico variando
de 0,75 a 2,0 V/nm a tempo de abertura dos poros varia de 1,3 a 13,9 ns. Na figura
abaixo podemos observar a dinamica de fechamento do poro para uma membrana
POPC, a temperatura de 350 K onde o campo aplicado foi de 0,32 V/nm.

Figura 1.13 — Dinamica de fechamento do poro em membrana POPC apés desliga-
mento do campo elétrico.

t=1.4ng, r=1nm T=1.8ns, r=0.B2nm {=3.4n
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Fonte: Adaptado de (MAJHI et al., 2015).
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No quadro A da figura 1.13 mostra a formacao do poro apés 1,4 ns de aplicacao
do campo, com aproximadamente 1,5 ns o0 campo foi desligado e a evolucao do fecha-
mento do poro esta representada nos quadro B, C e D. Ainda na figura 1.13, podemos
observar, nos quadros inferiores, o perfil das cabecas fosfolipidicas de maneira que
quando o campo elétrico é desligado os grupos de cabeca lipidicas reorganizado-se
para uma configuracao mais estavel. Assim, o poro desaparece completamente.

Na literatura encontramos diversos trabalhos com membranas lipidicas utili-
zando dindmica molecular classica que € o método mais adequado para o estudo
de estruturas complexas que apresentam milhares de atomos. Rarissimos sdo os
estudos que realizam uma analise da estrutura eletronica desses sistemas. No traba-
Iho realizado por Mashaghi e colaboradores (MASHAGHI et al., 2012), ele estuda as
propriedades eletrdnicas e estruturais de fosfolipideos DPPC e DPPE (1,2-Dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamine) hidratados. Neste trabalho, ele demonstra como
a presenca de moléculas de agua pode afetar tanto a estrutura dos fosfolipideos como
suas propriedades elétricas. Para isso ele utilizou calculos baseados na teoria do fun-
cional da densidade, por meio do cddigo computacional SIESTA (SOLER et al., 2002).

Mashaghi e colaboradores observaram que, quando comparado ao fosfolipideo
puro, figura 1.14(a) (a esquerda), a presenca das moléculas de agua causa uma incli-
nacao na cauda fosfolipidica (figura 1.14(a) (a direita))e a estrutura que antes tinha o
formato cilindrico passa a ter o formato de uma “foice”. As moléculas de agua também
sao responsaveis pela oposicao da cabecas fosfolipidicas quando estas estdo na con-
figuracdo de membrana, isto € quando temos mais de um fosfolipidio interagindo que
esta indicado na figura 1.14 (b). Além disso, neste arranjo, verificou-se a formacao de
pontes de agua entre a regiao do grupamento cabeca dos fosfolipidios, figura 1.14 (c).
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Figura 1.14 — Alteracdes estruturais na moléculas fosfolipidicas devido a presenca da
agua.

(a) Conformacdes da Cauda (b) Conformacdes da Cabeca
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Fonte: Adaptado de (MASHAGHI et al., 2012).

Por fim, o estudo constatou importantes alteragdes nas propriedades elétricas
dos fosfolipidios. Na figura 1.15 (a), podemos visualizar o perfil do potencial eletrosta-
tico para um DPPC puro. Neste mapa onde estdo presentes as linhas equipotencias,
pode-se observar regides positivas e negativas muito bem definidas. O contrario acon-
tece quando hidratamos esse fosfolipidio, figura 1.15 (b). A presenca de agua induz
uma mudanca conformacional na molécula inteira e, portanto, era esperado também
a afetar os momentos elétricos da molécula.
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Figura 1.15 — Mapas de Potencial Eletrostatico do fosfolipidio DPPC.
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Fonte: Adaptado de (MASHAGHI et al., 2012).

Desta forma, o objetivo deste trabalho €, justamente, o0 estudo do processo de
eletroporagdo de maneira quantitativa, realizando uma analise sobre todos os pro-
cessos fisicos envolvidos. Para isso, adotaremos as estruturas obtidas a partir dos
céalculos de dindmica molecular, e utilizaremos como base para os célculos ab initio.
Assim, sera feita uma avaliacao completa tanto da dinamica do processo de abertura
dos poros juntamente com uma avaliacao eletrénica e estrutural do efeito do campo
elétrico nos fosfolipidios POPC.



2 METODOLOGIA

De uma forma geral, a simulagdo molecular computacional pode ser definida
como o uso de métodos computacionais para descrever o comportamento da matéria
em nivel atdmico ou molecular.

Dentro de uma ampla faixa de técnicas, podemos distinguir entre métodos com-
putacionais "ab intio"que utilizam a mecéanica quantica, e métodos que utilizam a me-
canica classica. Os métodos computacionais ab initio levam em conta a estrutura ele-
trénica dos atomos ou moléculas. Ja as simula¢des de dindmica molecular baseiam-se
na fisica classica e as interacdes entre os atomos sao tratadas com fungdes potenciais
empiricas.

A simulacdo molecular € uma &area em ativo crescimento, sobretudo guiada
pelos avangos computacionais no que se refere a velocidade na realizacao de calculos
pelos computadores, bem como pelos avancos metddicos sendo muito utilizada na
predicdo e compreensao de novos fenédmenos.

No caso do estudo de macromoléculas, estruturas extremamente complexas
com numero elevado de atomos, o uso de calculos de dindmica molecular basea-
dos na mecanica classica vem demonstrando-se uma das técnicas computacionais
mais versateis. Além do menor custo computacional em comparagdo com ab initio, 0s
modelos classicos possuem a vantagem de serem métodos parametrizados e repro-
duzem muito bem dados experimentais.

Nas préximas sec¢bes serdo descritas as duas metodologias utilizadas: a dina-
mica molecular classica, usada para estudar ao processo de eletroporacao de mem-
branas lipidicas, e a metodologia ab initio, a partir da qual estudaremos o compor-
tamento da estrutura eletrénica das moléculas fosfolipidicas. Considerando, as duas
metodologias como complementares, espera-se que as propriedades obtidas para os
sistemas de interesse sejam bastante acuradas.

2.1 DINAMICA MOLECULAR

A dindmica molecular (DM) considera que a evolucao temporal das posicdes
atdbmicas pode ser obtido através da resolucao das equagdes de movimento de New-
ton para cada particula que compde o sistema.

. &lr -

E =1m; di2 - —VV(T_LT’_Z "'aTTV) (21)
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comi = 1,2,.... N, onde m; é a massa do atomo ¢, r; sua posicao e V, a energia
potencial associada a configuracdo do sistema e 7y representa o conjunto completo
das 3N coordenadas atdbmicas. Dessa forma, as equacdes de movimento devem ser
integradas em passos de tempo consideravelmente pequenos onde em cada passo
de simulagao, as forcas nos atomos sao calculadas e combinadas com a posicéao
e velocidade instantaneos para gerar novas posicoes e velocidades. A cada nova
posicdo dos atomos, sao calculados novas forcas, e assim sucessivamente. Com
isso, é gerada uma trajetéria que ira descrever como as variaveis dinamicas mudam
com o tempo.

2.2 ALGORITMO DE VERLET

Existem alguns algoritmos disponiveis para integracao das equagdes de movi-
mento, dentre os mais utilizados, podemos citar: o algoritmo de Verlet, Verlet-velocidade
(VERLET, 1967) e Leap-Frog (HOCKNEY; GOEL; EASTWOOQD, 1974), sendo os dois
ultimos variacdes do algoritmo de Verlet. A decisao de qual algoritmo utilizar depende
de alguns fatores como custo computacional e conservagao da energia. Neste tra-
balho foi utilizado o algoritmo de Verlet (VERLET, 1967; ALLEN; TILDESLEY, 1997).
Este utiliza as posicdes e aceleracdes dos atomos no tempo ¢ e as posi¢cées do passo
anterior, r(t — 0t), para obtermos as novas posigées no tempo r(t + 6t):

r(t+6t) = 2r(t) — r(t — 6t) + a(t)ot? (2.2)

Para implementar este algoritmo, inicialmente calculamos as posi¢des anteriores r(t —
dt) e as novas posigoes r(t + dt). Utilizando a expansao da série de Taylor truncada
em segunda ordem, para cada instante de tempo,

r(t+ 6t) = r(t) + v(t)dt + %a(t)dtz _— (2.3)

r(t — 6t) = r(t) — v(t)ot + %a(t)5t2 + ... (2.4)

Somando as equagbes 2.3 e 2.4 e isolando r(t + 6t), obtemos a equagéao (2.2).
Como estamos tratando da integracéo das equacdes de movimento de Newton,
aceleracéo de cada particula @(t), € dada por,

a(t) = —%6V(nj) (2.5)
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Para estimar as velocidades utilizamos a seguinte equacao,

Lo r(t46t) —r(t—6t)
i(t) = 55 : (2.6)

No entanto, as velocidade no algoritmo de Verlet, ndo sdo calculadas diretamente.
Mesmo n&o sendo necessérias para conhecermos as novas posigoes, é indispensavel
conhecer as velocidades (v) para calcularmos a energia cinética e consequentemente
sua energia total. Para isso, utiliza-se algumas variantes do algoritmo de Verlet, como
por exemplo, o algoritmo Verlet-velocidade.

2.3 CONDICOES PERIODICAS DE CONTORNO

As condicdes periddicas de contorno (PBC - Periodic Bonduary Condition) sao
empregadas com o objetivo de reduzir alguns efeitos de borda. Estes efeitos sao
gerados, pois 0 numero de particulas considerado nos calculos € insignificante em
comparagao ao numero de particulas ou atomos contidos em sistemas macroscopicos
(sistemas reais). Nas simulacées quando comparamos o numero total de particulas
e 0 numero de particulas na superficie, observamos que o numero de particulas na
superficie € muito maior, e isso acarreta efeitos de borda que sao indesejaveis.

Isso ocorre, pois a “caixa” simulada é muito menor do que sistema real. Repli-
car o sistema (“a caixa”) em todas as direcbes com o uso de condi¢des perioddicas de
contorno, como mostra a figura 2.1, € a forma mais comum de minimizar os efeitos
de borda e obter as propriedades macroscépicas a partir das trajetérias das simula-
cbes de dindmica molecular. Os efeitos de superficie conseguem ser minizados € as
particulas consideradas sofrem o efeito das forcas como se estivessem no interior do
sistema.

Através dessa técnica, os movimentos das particulas na caixa de simulacao e
de suas imagens sao idénticos ndo existindo mais a limitacao das paredes. Durante
as simulagdes, quando uma particula movimenta-se para fora do limite da caixa, uma
das suas imagens entra pela parede oposta com a mesma velocidade, dessa forma,
conserva-se o numero de particulas em todas as réplicas (FRENKEL; D.SMIT, 2002).

Além do uso das condicdes periddicas de contorno, também é utilizado o mé-
todo da minima imagem (figura 2.1). Esse método € importante para o célculo de in-
teracdo de primeiros e segundos vizinhos, isto é, interagdes de curto alcance. Sendo
assim, a imagem de cada particula é considerada, evitando a interacdo desta com a
mesma particula duas vezes. No uso do método de minima imagem, € estabelecido
um raio de corte arbitrario (como mostra a figura 2.1). Normalmente, este possui me-
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Figura 2.1 — Representacdo da replicacdo do sistema nas direges x e y / aplicagéo
das condicdes periddicas de contorno, juntamente com o esquema do método da
minima imagem.

tade do valor da diagonal da caixa de simulagédo, de maneira que a interagéo ocorrera
sempre com a imagem replicada da particula que se encontre dentro do raio de corte
(a de menor distancia). O raio de corte é estabelecido de maneira que ndo sejam
gastos recursos computacionais realizando célculos de intera¢des de pares demasi-
adamente distantes e com contribuicbes insignificantes. Com isso, calculos com um
grande numero de atomos terdo melhor desempenho.

2.4 CAMPO DE FORGCA

Em dindmica molecular, as forcas sao descritas por meio de campos de forca
que sao constituidos por um conjunto de parametros obtidos experimentalmente. De
maneira geral, a forma funcional para o campo de for¢ga usado para modelar conjuntos
de atomos e/ou moléculas, € descrito pelas forcas inter e intra-moleculares. As liga-
¢Oes inter-moleculares também denominadas ndo-ligadas, representam tipicamente
interacdes fisicas, tais como coulombiana (eletrostatica) e van der Waals. O campo
de forcas tipico € descrito pelo potencial,

V;oml - ‘/lig. + Vangular + V;iiedrus + ‘/;L—lig.? (27)
~— AN
‘/intr'a ‘/’i'n,te'r'

onde, o primeiro termo V};, representa os estiramentos, isto é as distancias de liga¢do
entre os 4tomos, ja o segundo termo descreve as deformagdes angulares V., guiqr, quUe
nada mais € do que as oscilacdes no angulo 6 sofrida pelos atomos. Ambos os termos
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obedecem a lei de Hooke e, por isso, possuem forma quadratica,

Vi = 0 Kll = 1) 28)

lig.

V;lngular - Z KZ(Q - 01)2 (29)

ngular

onde K; é a constante de forca, /; a distancia de equilibrio da ligacao e 6; o angulo de
equilibrio das ligagdes. Os valores de [ e § dependerao da posi¢ao dos angulos dos
atomos no instante ¢.

O terceiro termo da equacao (2.7), Vidros, POSSUI forma cossendide e repre-
senta o potencial de torcao dos angulos diedros préprios e imprdprios da molécula
(equacgao (2.10)). Este potencial representa a rotacdo de um atomo em torno de uma
ligacdo quimica, e é dado por

Va
Viiedros = Z 7[1 + cos(nw + )], (2.10)

diedros

onde V,, € a constante de tor¢ao, n € a multiplicidade de minimos, w a variagao angular
do diedro e v 0 angulo de diferenca de fase.

Por fim, temos o ultimo termo da equacéo (2.7), que trata das interagdes nao-
ligadas, V,,_;,.. Este inclui as interagbes de van der Waals e eletrostéaticas (equagéo
2.11), que séo definidas pelo potencial de Lennard-Jones (ALLEN; TILDESLEY, 1997;
FRENKEL; D.SMIT, 2002) e o potencial de Coulomb respectivamente.

Voaiig. = Vi—s(rij) + Vo (2.11)

O termo de van der Waals (equacao 2.12) é dado pelo potencial de LJ e inclui
as a soma das contribuicées repulsivas e atrativas. O primeiro termo do potencial de
Lennard-Jones descreve a repulsédo para curtas distancias, enquanto o segundo termo
corresponde a contribuicao dispersiva de London.

N—-1 N .y 12 O 6
_ vj ]
Vi—y(rij) = ; e de;; [(Tz‘j > (Tij ) ] (2.12)
onde, o;; é o didmetro efetivo do atomo, ¢;; € a profundidade do potencial de pares (va-
lor onde a energia € minima) e r;; é a distancia de interagédo dos atomos i e j. Também
faz-se necessario calcular a interagdo entre particulas diferentes. Para tanto utiliza-
mos a regra de Lorentz-Berthelott (ALLEN; TILDESLEY, 1997; FRENKEL; D.SMIT,

2002). Essas séo dadas pelas equagoes,

€ij = \/Eii€ij (2-13)
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Com isso, os termos da equacao 2.12 ndo necessitam de parametrizacao, apenas é

preciso conhecer o0s termos o;; € ¢;; de cada particula.

Por fim, temos o potencial de interagéo eletrostatica que é definido pelo termo
de Coulomb (equacao (2.15)). Este tipo de interacao distintas, estas podem ser atrati-
vas ou repulsivas.

(2.14)

Uij =

N—-1 N
= _ 449
Vel =3 3 () 2.15)
=1 j=i+1
Somando-se o potencial de Lennard-Jones e o potencial de Coulomb, temos o
potencial ndo-ligado, que é descrito por,

Shy o\ " o\ ° 04,
Vo-tta- = =i 1\ i) s e 2.16
" ;j;1 ( 8] [(”j) (Tij) ] ’ 47r€0'rl-j> (2.16)

Podemos observar as quatro principais contribuicées do campo de forca, discu-
tidas, na Figura 2.2.

Figura 2.2 — Esquema de representagéo das principais contribuicées para o campo
de forca: comprimento de ligacao, angulo de ligacao, Interacées ndo-ligadas (van der
Waals), Interagbes nado-ligadas (Eletrostatica) e rotacao da ligacao.

e e ’—& ----- L
A"
W /’
Comprimento de Ligacdo Mot
Angulo da Ligacio /\

Interacdes Nio - Ligadas

(Van der Walls)
e
I oo
\‘ {’
\\\ ,,’
A R

Rotacdo da Ligacdo
Interagies Nio-Ligadas Torcdo
(Eletrostitica)

Existem diversos campos de forca. Estes sdo formados por um conjunto de
funcdes que expressam como a energia potencial de uma molécula varia com as po-
sicbes dos atomos que compde o sistema. Dentre os mais utilizados podemos citar
o OPLS -Optimized Pontentials for Liquid Simulations (KAMINSKI et al., 2001), que
possui parametros apropriados para proteinas, lipidios, sacarideos e outras molécu-
las organicas. O AMBER - Assisted model building with energy refinement (CORNELL
et al., 1995)- foi parametrizado especialmente para proteinas e acidos nucléicos, en-
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quanto que o GROMOS (CHRISTEN et al., 2005), muito utilizado para predicdo do
movimento dindmico de moléculas e de solventes, também é aplicado nos calculos de
modelagem de biomoléculas.

Para este trabalho o campo de forca escolhido foi o CHARMM (FOLOPPE;
MACKERELL, 2000) - Chemistry at Harvad Macromolecular Mechanics, originalmente
utilizado para a dinamica de proteinas e acidos nucléicos e atualmente tem sido apli-
cado para uma vasta gama de biomoléculas, solvatagéo, entre outras.

Estabelecido o campo de forca, podemos obter as forgas que atuam sobre cada
atomo. Para isso, calcula-se a derivada da energia potencial, extraida do campo de
forca escolhido, em relacao as posi¢des dos atomos em questédo. A derivada da ener-
gia potencial remete diretamente a aceleragdo da particula. Integrando a equacgao de
movimento obtém-se a evolugcao temporal da posicao e velocidade das particulas, de
tal forma que podemos calcular diferentes propriedades dos sistemas como energia
potencial ou cinética.

O procedimento € aplicado sucessivamente e com isso, adquirimos a trajetoria
do sistema, que nada mais é do que o conjunto de posi¢des e velocidades de cada
particula ao longo do tempo. A partir da trajetéria, a média temporal das propriedades
do sistema podem ser obtidas.

Para realizar a integracdo das equacdes de movimento é necesséario o uso de
algoritmos que sao fundamentados no método das diferengas finitas. Neste método, a
integral € dividida em pequenos intervalos de tempo, dt, 0 que torna possivel calcular
os movimentos de maior frequéncia do sistema.

2.5 SOMAS DE EWALD

Como ja discutimos, o potencial intermolecular € formado pelos potenciais de
Lennard-Jones e pelo potencial de Coulomb (equacéo (2.15)). O potencial de Lennard-
Jones é um termo de curto alcance, e por isso fica limitado a dimensao da caixa de
simulacao. O oposto ocorre com as interacdes eletrostaticas. Supondo que existam N
cargas pontuais, q1, ¢2, ...V nas posi¢ées ri, o, ...N dentro de uma caixa de simulacao
com carga neutra, isto é, ¢; + ¢2 + ...N = 0. Estas cargas, com condicoes periddicas
de contorno, interagem de acordo com a lei de Coulomb. Uma carga ¢;, na posicao r;
interage com outra carga ¢;j # ¢ na posi¢ao r;, bem como com todas suas imagens
periddicas nas posic¢oes r; + (ni1L,nsL, ngL) sendo ny, ny, ng inteiros. Ainda, interage
com suas proéprias imagens periédicas r; + (n1L,n2L,nzL). 1sso torna seu alcance
infinito. Dessa forma, considerando as condi¢bes periddicas de contorno, o potencial
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eletrostatico sera:

vzlgiifbiﬁL- (2.17)
T 24l o 7oy + L :
onde o primeiro somatorio representa os termos com i=j e n=0 e a soma sobre 7 é
feita sobre todas imagens periddicas e L é o tamanho da caixa de simulacéo.

No entanto, apesar tratar-se de uma equacao exata, o potencial coulombiano,
s6 ira convergir no infinito. O que torna essa soma (equacao(2.17)) desvantajosa para
simulagdes computacionais.

Portanto é necessario reescrevé-la como uma soma de termos que irdo con-
vergir de maneira mais rapida. Para tanto, serdo utilizadas fun¢des Gaussianas e
transformadas de Fourier, de maneira que a soma demonstrada na equacao (2.17)
seja substituida por um termo constante adicionado a duas somas de convergéncia
rapida. Para isso, cada particula i de carga pontual ¢; sera envolvida em uma nuvem
de carga de mesma intensidade e sinal oposto, de maneira que sua carga total seja
nula(FRENKEL; D.SMIT, 2002). Assim, o potencial eletrostatico ird corresponder a
somente a fracdo de carga ¢; que nao esta cercada pela nuvem. A longas distancias,
essa fragcao ird decair rapidamente a zero, e serdo consideradas somente as contri-
buicdes de curto alcance.

Como nosso objetivo € calcular o potencial eletrostatico de um sistema perié-
dico, com numero infinito de cargas, além de uma nuvem de carga de sinal contrario
a carga da particula, acrescentamos outra nuvem de carga (gaussiana) ¢;. Supomos
que a nuvem de carga de compensag¢ao em torno da ¢; € uma gaussiana com raio

Pgauss(T) = —¢; (%)3/2 exp (—arg) (2.18)

onde ¢; é a carga e o € uma parametro arbitrario que controla a largura da nuvem de
carga, e dependera do método computacional escolhido. O uso dessa teoria é o que
chamamos de soma de Ewald (ESSMANN et al., 1975).

Vay=V" 4+ v® Ly (2.19)

onde V() é a contribuicdo do espaco real que representa a fracdo de cargas que néo
estéo cercadas pela nuvem, V) é a contribuicdo do espaco reciproco, que inclui a
interagdo entre nuvem de carga (gaussiana) e a carga ¢; e por fim V() é o termo de
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auto-interacdo carga-nuvem. Estes termos sao definidos como:

N
1 erfe./ar;
V=2 ag——— (2.20)
i#j K
1 4w - 2 k2
vk — Wzﬁ‘p(k” e 5 (2.21)
k0
N
) _ (M) 2
Ve = (W) S 4 (2.22)
i=1

As somas de Ewald convencionais requerem um elevado custo computacional
em funcdo do numero elevado de calculos realizados para as inumeras interagdes,
principalmente para sistemas complexos, composto por N particulas. Por isso, foram
desenvolvidas técnicas a partir da teoria das somas de Ewald. Uma delas é o método
Particle-Mesh-Ewald (PME) este melhora a performace da soma o V), por meio de
interpolagdes e transformadas de Fourier, tornando o método mais eficiente(SAGUI;
T., 1999). O conjunto de parametros capaz de definir uma equacao de estado de tal
forma que diferentes funcdes termodindmicas possam ser calculadas, é chamado de
ensemble. Durante uma simulagdo computacional diferentes ensembles podem ser
utilizados, de acordo com a configuracao do sistema e das propriedades de interesse
que serao analisadas ao fim da simulacao (ALLEN; TILDESLEY, 1987). Como exem-
plo, podemos citar os ensembles NVE, NVT, NPT e x VT, onde N € o nimero de
particulas do sistema, P é a presséo, V o volume, T é a temperatura e 1 € o potencial
quimico da substancia.

2.6 METODO DE REALIZACAO DOS CALCULOS DE DINAMICA MOLECULAR

O pacote escolhido para a simulagdo das estruturas foi o NAMD (Not (just)
Another Molecular Dynamics code) (PHILLIPS et al., 2005). Este foi desenvolvido com
o intuito de otimizar simulagdes de dindmica molecular de sistemas biomoleculares.
O desempenho do programa estéd diretamente ligado ao numero de processadores
disponiveis, visto que, este utiliza computagao paralela, coordenando os esforcos de
numerosos processadores para tratar um Unico calculo.

Todas as simulagdes foram realizadas no emseble NPT. Neste emsemble, o vo-
lume do sistema flutua mantendo fixo a pressao, nimero de particulas e temperatura.
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A temperatura e pressao sao controladas pelo termostato e barostato de Langevin
(ADELMAN; DOLL, 1976). O tempo para integracdo das equacdes do movimento foi
de 2 fs utilizando o algoritmo de Verlet. Para reduzir os efeitos de superficie foram
aplicadas as condic¢des periddicas de contorno (PBC).

Os sistemas membranares foram termalizados por 10 nanosegundos e apo6s
foi aplicado o campo elétrico de 0,5 V/nm pelo periodo desejado, que na maioria das
simulacdes foi de aproximadamente 17 ns. O modelo da agua adotado foi o TIP3P
com campo de forca CHARMM (MACKERELL et al., 1998), trata-se de um modelo
rigido com 3 sitios de interacao, este modelo € o mais utilizado em sistemas biolégicos
(MARK; NILSSON, 2001) e descreve de forma simplificada as propriedades da agua.

Além disso, foi utilizado um raio de corte de 12 A para as interagdes intermole-
culares, e o método PME (Particle Mesh Ewald) para as interacoes eletrostaticas.

2.7 METODO AB INITIO

O uso de métodos ab initio tem crescido a cada dia e auxiliado na investiga-
cao, em nivel molecular, de diversos fendmenos. Para o estudo de mecanismos de
reacao, estes métodos se apresentam como uma ferramenta extremamente util, uma
vez que é possivel utiliza-los, tanto para estimar propriedades cinéticas e termodina-
micas, quanto na investigacado da estrutura e reatividade de possiveis intermediarios
reacionais e estados de transicao.

Os métodos ab initio (do latim “do inicio”) se propdéem a predizer as proprie-
dades de sistemas atdmicos e moleculares, usando para isso a mecanica quantica e
diversas aproximagdes que serdo discutidas ao longo deste trabalho.

2.8 EQUAGCAO DE SCHRODINGER PARA UM SISTEMA DE MUITOS CORPOS

A equacao de Schrédinger € uma equacao diferencial cuja solugdo que des-
creve a evolucao temporal de uma funcédo de onda. Sabendo que as propriedades
de um sistema sdo descritas por sua funcao de onda, a equacao de Schrddinger, in-
dependente do tempo, sera descrita com o intuito de descrever as propriedades do
estado fundamental.

H(7, R)p(F, R) = EY(7, R), (2.23)
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H(7, Ry (7, R) = Ty(R) + Vi(R) + T.(7) + Vie(P) + Vie(F, R), (2.24)

onde
H (7, R) o hamiltoniano do sistema;
T;(R) o operador energia cinética dos ions,

L p2
Ti(R) = E (_k 2.25
V;(R) o potencial de interago ion-ion, definido por:

N | YA,
Vi(R) = 5 Z m, (2.26)

T.(7) o operador energia cinética dos elétrons,

. PZ?
T.(M=), (2.27)
1=1
~ 1 1
=—) — 2.2

~

V,.(7, R) o potencial de interagéo fon-elétron,

Vulr B = 3 (2.29)

¥(7, R) é a fungdo de onda do sistema e E é a energia total do sistema.

A equacao de Schrddinger é insoluvel para sistemas com muitos corpos, isto €,
nao possui solugéo analitica exata. Portanto, € necessario utilizar aproximagdes para
poder descrevé-la corretamente.

2.9 APROXIMACAO DE BORN OPPENHEIMER

Dentro desta aproximagao, o movimento dos nucleos e dos elétrons pode ser
tratado separadamente. Assim o desacoplamento dos movimentos eletrdnicos e nu-
cleares pode ser utilizado para descrever, de forma aproximada, o movimento dos s6-
lidos e moléculas. Desse modo, a funcao de onda de muitos corpos pode ser descrita
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como o produto de funcdes de onda:
(7, B) = o(R)x(7, R), (2.30)

onde ¢(R) é a funcdo de onda nuclear e x(7, R) é a funcdo de onda eletrdnica, depen-
dente da posicao dos elétrons.

Substituindo a equacéao 2.30 na equacao 2.23, a equacgao fica com a seguinte
forma:

~ —

He (7, R) = (Ti(R) + Vig(R) + To(7) + Vo(7) + Vie(7, R))Y(F, B) = Eerith (7, R){2.31)

p? .
Z k + Ee+i (R)

oL ¢(R) = E¢(R). (2.32)
k

Obtém-se, através dessas equacgdes (2.31 e 2.32), a energia de Bohrn Oppe-
nheimer do sistema e o Hamiltoniano eletrénico H.,, que depende das coordenadas
nucleares e descreve a superficie de energia potencial para o sistema.

Esse hamiltoniano eletrénico é utilizado na equacao de para separacdo dos
movimentos nucleares (equacao 2.31) e eletrbnicos (equacao 2.32).

Essa aproximacdo pode ser feita uma vez que a massa dos nucleos é 10* a
10° vezes maiores que as massas dos elétrons e, em fungdo disso, a velocidade des-
tes € muito superior a dos nucleos. Dessa forma, consideramos 0s nucleos fixos e
resolvemos a parte eletrénica do problema.

2.10 TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE

A Teoria do Funcional da Densidade é considerada um dos métodos ab initio
mais bem sucedidos na fisica do estado solido devido a alta eficiéncia computacional
e aos bons resultados fornecidos, com um tempo de execucdo e custos computaci-
onais relativamente baixos comparados ao Monte Carlo Quéantico ou Hartree-Fock.
Através da DFT, a energia total do sistema passa a ser escrita como um funcional da
densidade eletrénica p(7), desta forma, E [p(7)]. A vantagem esta no fato de que a
densidade depende somente de trés variaveis e, além disso, € uma quantidade mais
simples de ser interpretada e menos abstrata que a funcado de onda do sistema. A
fundamentacao da DFT esta em dois teoremas propostos em 1964 por Walter Kohn e
seu aluno Pierre Hohenberg. Esses teoremas estabeleceram a conexao entre a den-
sidade eletrdnica e a equacgao de Schrddinger para muitas particulas. Dessa maneira,
com a densidade eletrbnica do sistema no estado fundamental, obtém-se a energia
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do estado fundamental, de maneira exata, e as demais propriedades eletrénicas do
sistema. A DFT se sustenta através de dois teoremas fundamentais, ja demonstrados
em (FIGUEIREDO, 2010). O primeiro teorema de Hohenberg-Kohn (HK) apresenta-se
da seguinte forma:

Teorema 1: A densidade de carga do estado fundamental p(7) é determinada
de modo univoco, a menos de uma constante aditiva, a partir do potencial externo
Vert (7). Assim, o funcional da energia total podera ser escrito como:

Elp] = T[p] + Veelp] + Vewrlp)] (2.33)

onde T'[p] e V..[p] s@o a energia cinética e potencial.
Podemos agrupar em um Unico termo T'[p] e V..[p] que serda denominado funci-
onal de Hohenberg- Kohn Fx|[p|. Assim, reescrevendo a equagéo 2.33,

Elp] = Vear[p) + Fuxlp) (2.34)

em que Fj[p| depende somente da densidade, ou seja, € independente do potencial
externo.

O segundo teorema de HK baseia-se no principio variacional da energia, sendo
escrito como:

Teorema 2: O valor minimo do funcional da energia € a energia do estado
fundamental e a densidade com a qual se obtém esse minimo é a densidade exata de
uma particula no es