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Resumo

Neste trabalho foi feito o estudo das interagoes da articaina, um anestésico
local de ampla aplicacao médico-odontologica, com membranas modelo de POPC
(palmitoil-oleil-fosfatidilcolina) em condigoes proximas as biologicamente relevan-
tes empregando-se simulagoes computacionais de dindmica molecular. Em uma pri-
meira etapa, empregamos métodos quanticos para modelar a articaina com base no
campo de forca CHARMM. Das simula¢oes de equilibrio da articaina em POPC, foi
possivel obter informacoes como o seu comportamento conformacional e sua posi-
¢ao transversal na bicamada, assim como suas interacoes especificas com os lipidios.
Os estudos foram realizados para os estados neutro e protonado da articaina, consi-
derando também seus isdmeros 6pticos. Estas andlises, em conjunto com resultados
experimentais de 'H-RMN realizados pela Prof. Eneida de Paula (IB-UNICAMP)
e pelo Prof. Leonardo F. Fraceto (Dpto. de Eng. Ambiental - UNESP, Sorocaba -
SP), demonstram que a articaina, em sua forma neutra, posiciona-se preferencial-
mente na interface membrana/égua, onde interage frequentemente com os lipidios
através de ligacoes de hidrogénio. Através de ferramentas como perfil de densidade
eletronica do sistema, da parte tedrica, e perfil do tempo de relaxagao longitudinal
para diferentes regides dos lipidios, da parte experimental, foi discutida a liposso-
lubilidade da articaina em relacao a outros anestésicos. Também foram realizadas
simulacoes de nao equilibrio, utilizando a técnica de Dinamica Molecular de Ca-
minho Induzido, em que uma molécula de articaina foi removida do interior da
membrana para o meio aquoso, através de uma forca aplicada em seu centro de
massa. Com a aplicagao da igualdade de Jarzynski a estas simulagoes, foi possivel
estimar a energia livre de particdo da ATC neutra (forma mais potente) entre os

estados em que encontra-se no seio aquoso e no interior da membrana POPC.
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Abstract

We studied the interactions of articaine - a local anesthetic widely used for me-
dical and odontological applications - with model membranes of POPC (palmitoyl-
oleyl-phosphatidylcholine) at biological relevant conditions. We have employed mo-
lecular dynamics technique, which allowed us to investigate the system at molecular
level. Firstly, we applied quantum mechanical methods to parametrize articaine
molecule based on CHARMM force field. We have done extensive molceular dy-
namics simulations, taking into account the different ionization states of the drug
(neutral and protonated) as well as its optical isomers. From the equilibirum si-
mulations of articaine in POPC membranes, we investigated the conformational
behaviour of the drug, its tranversal position and its specific interactions with the
lipids and water molecules. Our results show a preferential orientation of the ar-
ticaine molecule within the membrane. Neutral articaine was mainly found at the
lipid head /water interface, in very good agreement with '"H-RMN experimental re-
sults from Prof. Eneida de Paula (IB-UNICAMP) and Prof. Leonardo F. Fraceto
(Dpto. de Eng. Ambiental - UNESP, Sorocaba - SP) and from literature (C. Song
et al, 2008). By studying properties like electronic density profile and longitudi-
nal time relaxation for different regions of the lipid molecules, we discussed the
lipossolubility of articaine in comparison to other local anesthetics. We have also
performed non-equilibrium simulations, using steered molecular dynamics (SMD)
technique. A single articaine molecule was extracted from the membrane to the wa-
ter phase, by applying an external force in its mass centre. Coupling the Jarzynski
identity to the SMD simulations, we estimated the partition free energy of the

neutral drug (the most potent specie) in POPC membranes.
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Capitulo 1

Introducao

A dor é um dos problemas mais extensivamente estudados, desafiando cientistas
na busca de meios cada vez mais eficazes de evita-la e sana-la. Neste contexto,
surgem os anestésicos locais (AL), substancias que agem no alivio e prevengao da
dor pela interrupcao reversivel da conducao nervosa. Ao contrario dos anetésicos
gerais, os AL agem localmente e nao levam a amnésia ou perda de consciéncia.
Estes farmacos atuam em qualquer parte do sistema nervoso, e em todos os tipos
de fibras nervosas. Podem ser administrados por varias vias, incluindo tépica e
infiltrativa [1].

A historia da anestesia geral inicia-se ha mais de um século, tendo como pio-
neira na clinica a benzoilmetilecgonina, ou cocaina, extraida das folhas de Eryth-
rozylon coca |2]. Mas, embora represente um avango no campo cirtirgico, efeitos
adversos, como toxicidade e dependéncia, vieram com o uso desta substancia. Con-
sequentemente, houve grande esforco para sintetizar compostos com propriedades
anestésicas que nao causassem os efeitos danosos da cocaina [3|. Por volta de 1890,
sintetizou-se a benzocaina e a procaina, ésteres derivados do acido benzoico, assim
como a cocaina. A procaina foi o primeiro anestésico local (AL) sintetizado com
potencial uso infilitrativo. Outros derivados do acido para-aminobenzobico mais po-
tentes (tetracaina) e menos toxicos (clorprocaina) que a mesma foram sintetizados
depois (Tabela 1.1) [4].

Devido a toxicidade de metabolitos do acido para-aminobenzoico [5] e a rapida

metabolizacao da ligacao éster por esterases plasmaticas que resitringiam o uso



Capitulo 1.

Introducao

Tabela 1.1. Estrutura quimica dos anestésicos locais (Tabela adaptada da referéncia [4]).

O—CHr—Rp
Estrutura 1
Anestésico Local Ry R, Sintese  pKa
Benzocaina -H -CH; 1890
Procaina -H “CH=N(C:Hs): 1905 89
Tetracaina -C4Hy -CH:-N(CH3)» 1930 8.6
LAy
o™
NH
CHg
Estrutura 2
Anestésico Local R, R, Sintese  pKa
Sfootls
Lidocaina “CH; —CHg— N\ 1943 79
Calg
?s"‘s Cots
Etidocaina -CHs —CH— i‘( 1970 77
CyHy
P
Prilocaina -H —CH— 1972 7.7
Cylly
?"5
Mepivacaina -CH: ﬁ 1957 7.6
faHs
Bupivacaina -CH; ﬁ 1957 8.1
?sH?
Ropivacaina -CHs ﬁ 1987 8.1

destes AL (amino-ésteres), a busca de novos compostos com atividade anestésica
permaneceu, levando a sintese dos AL tipo amino-amida a partir da década de 40.
Estes sao menos potentes que os amino-ésteres, mas o grau de toxicidade sistémica
¢ relativamente menor e tém meia-vida plasmatica mais longa. Sao os AL mais

usados atualmente |4].



A estrutura tipica dos AL mais usados compreende uma regiao hidrofilica (um
grupo amina) e uma hidrofobica (um anel aromatico) que siao separadas por uma
ligacao éster ou amida. Por exemplo, a lidocaina e a bupivacaina, que estao en-
tre os AL mais utilizados [4], sdo classificadas como amino-amidas, pois o grupo
hidrofilico ¢ uma amina terciaria e a ligacao com o grupo hidrofobico (um anel

aromatico) se da através de uma amida (Tabela 1.1).

({
' b Dentritos o

RE rugoso

Ribgssomos
Complexp de Golgif

Bainha de
mielina
(cél. de

Nideo— - 5 chwann)
Nucléolo—— : Nicleo___

Membrana (eélula de Schwj

Figura 1.1. A sinalizagio no sistema nervoso ocorre através de redes de neuronios,
células especializadas que levam o impulso elétrico de uma extremidade da célula (o corpo celular)
até a outra, passando por uma extensao citoplasmatica alongada (0 axonio). Os canais voltagem-

dependente sao essenciais para este mecanismo [6].

A conducao do estimulo nervoso nas células nervosas (Figura 1.1) origina-se do
desequilibrio ionico dentro e fora da membrana plasmatica |7|. Um gradiente de
concentracao ¢ criado e mantido ativamente pela bomba de sddio-potassio, que ex-
pele 3 ions Na™ da célula para cada 2 ions K* que introduz no meio citoplasmatico.
Nestas condigoes, a proteina canal de sédio voltagem-dependente se abre, fazendo
com que haja influxo de sodio e levando a despolarizacao da membrana. Essa
despolarizacao ¢ propagada unidirecionalmente na célula nervosa pela abertura de
outros canais de sddio ao longo do axonio, sendo esta uma etapa fundamental na

propagacao do impulso elétrico no sistema nervoso |6]. O efeito anestésico ocorre
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porque os AL causam uma modificacao conformacional na proteina canal de sddio
voltagem-dependente, levando & sua inativacao temporaria e, portanto, interrup-
cao da transmissao do estimulo nervoso que causa a sensacao de dor. Ha muito
tempo, grande esforco tem sido empregado na busca de esclacer os mecanismos
moleculares envolvidos com o efeito farmacologico dos AL [8-11].

Desde os trabalhos pioneiros de Hodgkin e Huxley [7], em 1953, h& muitas evi-
déncias experimentais 8, 11-19| da interagao direta dos AL com o canal de sodio.
Ja nos anos 70, Narahashi e colaboradores mostraram que anélogos quaternarios de
AL (sempre carregados) causavam bloqueio de canais de sddio apenas quando infil-
trados pela face citoplasmatica de membranas de axonios gigantes de lula |20, 21|,
indicando que ha um sitio de ligacao seletivo para a forma protonada dos AL na
regiao. Com base neste trabalho, por muito tempo, acreditou-se ser a forma pro-
tonada dos AL a responsavel pela inativacdo do canal, restando & forma neutra a
fungao de permear a membrana para que o anestésico atingisse o lado citoplasma-
tico da célula nervosa. Apenas na década de 90, Ragsdale e colaboradores [11, 13]
verificaram, através de técnicas de mutagao sitio-dirigida, a existéncia de um si-
tio de ligacao seletivo para o composto neutro, localizado na por¢ao do canal de
sodio imersa na membrana. Kuroda e colaboradores [17] estudaram a localizagio
da dibucaina em membranas modelo e observaram que a dibucaina posiciona-se,
na membrana, de um modo que a possibilita interagir com um cluster de residuos
hidrof6bicos no canal. Utilizando um peptideo modelo que continha estes residuos,
o grupo confirmou a interagao através de espectros de 'H-RMN. Hoje, discute-se
a possibilidade da existéncia de, pelo menos, outras trés regioes no canal a que os
AL se ligam |15, 18, 19].

Atualmente, a forma mais aceita de interpretar a interacao dos AL com o canal
de sodio voltagem-dependente foi proposta por Hille, em 1977. Segundo esta pro-
posta, as diferentes afinidades desses farmacos pelo(s) sitio(s) seriam moduladas
pelo estado conformacional do canal, sendo maior a afinidade pelo estado inativo
ou em repouso que pelo estado aberto [22]. Alternativamente, Starmer propos,
em 1987, que os rearranjos conformacionais do canal de s6dio que acompanham
a despolarizacao permitem o acesso do AL ao sitio receptor, cuja afinidade seria
sempre constante. Assim, os AL agiriam como efetores alostéricos que, ao intera-

gir em seu(s) sitio(s) especifico(s) estabilizariam o canal no estado inativado [23].



Esta proposta encontrou maior suporte recentemente com o trabalho de Fraceto e
colaboradores [19].

Héa estudos na literatura que atribuem as modificacdes conformacionais do ca-
nal de sodio voltagem-dependente & ligacao direta do AL a sitios seletivos [12].
Mas levanta-se, também, a hipotese de que interacoes entre os AL e os lipidios da
membrana celular causem alteracoes em propriedades estruturais e dinamicas da
matriz lipidica, que levariam a mudangas conformacionais no canal de sédio, ex-
plicando sua inativacao [4, 24|. De fato, foi encontrada uma forte correlagao entre
a poténcia de anestésicos e a sua capacidade de penetrar na camada lipidica [4].

Na secao 1.2 a interagao de AL com biomembranas serd um pouco mais discutida.

= Anestésico local

Extracelular

Intracelular

O
_®
et
e

Possiveis sitios de agao

Figura 1.2. Esquema ilustrativo da difusio dos AL pela membrana fosfolipidica e as

possiveis vias de acesso a sitios de ligacao na proteina do canal de sédio voltagem-dependente

(figura adaptada da referéncia [4]).

Uma proposta que tem recebido atencao nos ttlimos anos, é a de que a ligagao
direta dos AL seria necessaria para que ocorram as alteracoes conformacionais do
canal e que, por outro lado, a partigao/distribui¢ao inespecifica de grande quanti-
dade do AL na bicamada lipidica é importante para facilitar o acesso da molécula
ao(s) sitio(s) de liga¢do na proteina |11, 13, 19, 25, 26|. Tal como foi pensado por
Kuroda e colaboradores em 1996, a localizagao e orientacao preferenciais de cada
AL na bicamada, determinada por suas caracteristicas fisico-quimicas particulares,
influenciam diretamente na capacidade do AL em ligar-se ao canal de sodio e, as-
sim, a membrana lipidica teria o papel essencial de modular a etapa de associacao
do AL ao canal [4, 17, 25].
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Deste modo, o estudo da interacao de AL com biomembranas tem por finalidade
entender o mecanismo molecular da anestesia, melhorar a eficicia desses farmacos
e minimizar seus efeitos colaterais através do desenho racional de novos firmacos
com atividade anestésica ou através da veiculacao (drug-delivery) de AL de uso

consagrado utilizando, por exemplo, lipossomas [27, 28|.

1.1 Membranas Bioldgicas

O estudo de membranas biologicas e de sistemas modelo de membranas ocupa uma
area muito importante de pesquisa em Bioquimica e Biofisica. Do ponto de vista
bioquimico, a maioria dos processos celulares fundamentais (transporte, difusio,
comunicagao celular, fosforilagao oxidativa do ATP e outros) ocorre em membranas
ou envolve membranas num determinado ponto [29]. Estas estruturas representam
uma construcao chave nos organismos vivos ao compartimentalizar e diferenciar as
células. Trata-se de sistemas muito complexos, principalmente devido & diversidade
de lipidios, proteinas, glicoproteinas e glicolipidios que estao presentes em diferentes
propor¢oes em cada tipo celular e de organela (Figura 1.3). A base estrutural das
biomembranas consiste em uma bicamada de moléculas anfifilicas, os fosfolipidios
[30].

As biomembranas tém propriedades muito interessantes: por um lado elas exi-
bem extrema flexibilidade e um comportamento liquido bidimensional que permite,
por exemplo, a imersao de protefnas como os canais idnicos na sua estrutura, en-
quanto, por outro lado, sao notavelmente estaveis e eficientes como barreiras in-
terfaciais. A estabilidade das bicamadas ¢ atribuida ao equilibrio entre os efeitos
hidrofobicos, consequéncia das caudas dos lipidios evitarem exposicao a agua, e as
interacoes intermoleculares, dentro da membrana.

Em 1972, Singer e Nicholson demonstraram a dindmica de membranas celu-
lares que levaram ao modelo mosaico fluido, em que propde-se que as proteinas
sao relativamente livres para difundirem-se pela bicamada fosfolipidica, a qual é
melhor descrita como um liquido estruturado bidimensionalmente do que como
uma estrutura rigida (Figura 1.3) [31]. Deste modo, em condigoes fisiologicas, o

estado liquido-cristalino das membranas pode ser caracterizado por propriedades
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Fibras da Matriz
extracelular

Proteina
Integral
LADO CITOPLASMATICO
DA MEMBRANA

Figura 1.3. Representagio da complexidade de membranas biologicas. Imersas em
uma matriz fosfolipidica sdo encontradas proteinas transmembranares e ester6is. Mais superifici-
almente, verifica-se a presenca de proteina periféricas e por¢des de carboidratos ligados covalen-

temente a algumas porteinas e lipidios (Fonte: http://www.bio.miami.edu/, 2009).

dinamicas, que na escala microscopica referem-se as vibragoes e rotagoes de grupos
moleculares e & difusao das moléculas, enquanto na escala supramolecular compre-
endem flutuagoes da bicamada fora do plano, que deformam as células e organelas
(Figura 1.4). Esta flexibilidade é responsével, por exemplo, pela habilidade das cé-
lulas sanguineas de mudarem sua forma quando ligadas a oxigénio e é fundamental
para divisao celular e fusao.

Devido a alta complexidade destes sistemas, estudos utilizando sistemas modelo
tém grande utilidade, tanto do ponto de vista experimental quanto teoérico, para
obter informagoes da funcao de cada um dos componentes individuais. Podem ser
estudados sistemas modelo de interesse, como lipidios puros, misturas de lipidios,
misturas reconstituidas de lipidio-proteina, lipidio-fArmaco.

Para se entender o comportamento de membranas modelo, diversas técnicas
experimentais tém sido utilizadas: difragao de raios X [33|, difracao de néutrons
[34], ressonancias magnética nuclear (RMN) [35] e paramagnética eletronica (RPE)

[36], espectroscopia de fluorescéncia [37] e de infra-vermelho [38], calorimetria [39],
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—— Enovelamentos rapidos de proteinas
Dinéamica da agua
Rotacao ao redor de eixo longo

- "Flip-flop" de lipidios
Isomerizagao trans/gauche ———

— Estiramento de ligagao
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Figura 1.4. Frequéncias de movimentos tipicos de sistemas biolégicos. Em mem-
branas fosfolipidicas a escala abrange quase 20 ordens de magnitude de tempo. “Flip-flop” de
lipidios e enovelamento protéico sao fendmenos fora da escala temporal de simulagoes atomisti-
cas. Para estudar eventos como estes através de Dindmica Molecular técnicas especiais devem

ser empregadas. Figura adaptada da referéncia [32]

bem como diversas microscopias [40]. Por outro lado, simula¢oes computacionais
possibilitam a andlise de propriedades das biomembranas desde uma perspectiva
atomica, com um nivel de detalhe dificilmente alcancado pelas técnicas experimen-
tais atuais. Neste contexto, a DM aparece como uma ferramenta valiosa, que tem
sido amplamente explorada em temas que variam desde a interagao de molécu-
las sintéticas de escala nanométrica com membranas celulares |[41] aos detalhes de

estrutura e dindmica da agua interfacial & bicamada [42].

1.2 Anestésicos Locais em Membranas Biolégicas

Os AL tém grande afinidade pela membrana celular [3]. O carater anfifilico destes
farmacos sugere que estes se localizam majoritariamente na regiao interfacial da
membrana. Estudos classicos mostram que tal situacao altera o sistema membranar
de diversas maneiras. Foram observados, por exemplo, efeitos de expansao da
bicamada, aumento na fluidez e permeabilidade da membrana e diminuicao da
temperatura de transicao de fases gel liquido-cristalino |4, 43 45].

Ha algumas décadas este topico tem sido abordado através do uso de diferentes
técnicas experimentais [44]. Em particular, tem-se utilizado de lipidios seletiva-

mente deuterados em experimentos de 2H-RMN que permitem identificar as regioes
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das membranas lipidicas em que os AL se inserem preferencialmente. O trabalho
de Boulanger e colaboradores ¢ amplamente citado na area, por ter demonstrado
a localizacao diferencial das formas protonada (mais superficial) e neutra da tetra-
caina em vesiculas de fosfatidilcolina de ovo [46]. Estudos posteriores com fluores-
céncia, usando tetracaina como supressor de fluoréforos posicionados em diferentes
localizagoes no interior da bicamada (covalentemente ligados as cadeias acila dos
lipidios) permitiram mapear regioes e, por alteragdes na mobilidade local dos fosfo-
lipidios, demonstrar que a insercao da tetracaina causava alteragoes que atingiam
regides profundas da membrana [47]. Recentemente, a técnica de fluorescéncia foi
utilizada no estudo das mobilidades rotacional e laterais de lipidios de membrana
neuronal na presenca de bupivacaina. Verificou-se que ocorrem expansao lateral
da bicamada e um aumento de mobilidade muito mais significativo em lipidios da
monocamada, interna e nas proximidades de proteinas transmembranares do que
em outros dominios membranares [48|.

Experimentos de microscopia de forca atomica mostraram claramente a modi-
ficagdo no empacotamento de bicamadas de dimiristroil-fosfatidilcolina (DMPC)
e de fosfatidilcolina de ovo (EPC) devido a interacao do AL dibucaina com as
cabegas polares dos lipidios [49]. Por *'P-RMN foram detectadas alteragoes no
empacotamento dos grupos fosfato das cabecas polares de fosfolipidios de mem-
branas de eritrocitos, induzidas por lidocaina e benzocaina, em pH fisiologico [50].
Medidas dos tempos de relaxagao longitudinal (*H-RMN) demonstraram que re-
gioes especificas na cabeca polar dos lipidios de membrana foram especificamente
alteradas pela presenca da forma neutra da lidocaina e mepivacaina, enquanto que
regioes mais profundas (dtomos do grupo gicerol e primeiros atomos de carbono das
cadeias acila) sofreram alteragoes na dinamica molecular por agao da etidocaina e
bupivacaina, anestésicos mais hidrofobicos |50].

Estas alteracoes em propriedades estruturais e dinAmicas de sistemas membra-
nares na presenca de AL estao diretamente correlacionadas entre si e com o fato
de os AL perturbarem o empacotamento fosfolipidico por efeitos estéricos e inte-
racoes intermoleculares. Para o estudo a nivel molecular de sistemas de farmacos
em membranas biologicas, a utilizacao da técnica de simulagoes computacionais
por DM tem sido bem sucedida. Podem ser obtidas inimeras informagoes, como

orientacao e posicao preferencial do composto no interior membranar, caracteri-
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zacao de interacoes especificas, bem como da perturbacao na membrana causada
pela presenga da droga [51-57]. Através de DM, Vemperala et al [51] verificaram
a particao espontanea do halotano, um anestésico geral, em membranas de dioleil-
fosfatidilcolina (DOPC) contendo segmentos peptidicos imersos, representativos da
porcao ligada & membrana do receptor nicotinico de acetilcolina. Observou-se uma
molécula de halotano ligar-se ao residuo de tirosina identificado experimentalmente
como o sitio especifico de ligacao.

Em nosso grupo de pesquisa, foram estudadas as interacoes de clorpromagzina,
um farmaco neuroléptico de amplo uso clinico, em monocamadas de Langmuir
de fosfolipidios mediante simulagoes de DM |52, 53|. Foram considerados os dois
estados de ionizacao do composto e diferentes valores de area por lipidio das mono-
camadas de dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC) ou de dipalmitoil-fosfatidilglicerol
(DPPG). Observou-se que a espécie neutra ¢ solvatada na regiao das caudas (hidro-
fobicas) enquanto que a espécie carregada localiza-se, essencialmente, na interface
polar. Foram estudadas diversas propriedades, como parametros de ordem (men-
suraveis por RMN), orientagoes das cabegas polares dos fosfolipidios, formagao de
ligacoes de hidrogénio e perfis de densidade eletronica, dentre outras.

Evidentemente, a comunicacao entre grupos experimentais e de simulagao com-
putacional nesta area de conhecimento pode ser muito proficua. Por exemplo, ex-
perimentos 'H-RMN combinados com a técnica computacional de DM permitiram
identificar uma orientacao preferencial da prilocaina em sua forma protonada na
interface polar da bicamada, e a insercao profunda e anisotropica das espécies neu-
tras [54]. Neste trabalho, especificamente, contamos com a colaboragao do grupo
experimental da Profa. Dra. Eneida de Paula e com o Prof. Dr. Leonardo Fraceto,

criando um forte sinergismo positivo entre simulagao molecular e experimentos.

1.3 A Articaina em Membranas Modelo

Neste trabalho, a técnica de dindmica molecular (DM) foi usada para estudar
o comportamento do anestésico local articaina (metil 4-metil-3-|2-(propilamino)-
propionamidol-tiofeno-2-carboxilato; Figura 1.5) em bicamadas de 1-palmitil-2-
oleil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC), na fase fluido lamelar. Pouco se conhece

sobre a atuagao da ATC a nivel molecular, mas este anestésico, sintetizado pela pri-
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meira vez em 1969, vem sendo amplamente utilizado em aplicagoes odontologicas
e dermatologicas, dado sua rapidez em iniciar sua acao anestésica e baixa aler-
genicidade [58|. Ainda hé& poucos estudos [59, 60| sobre a interacao da articaina
com biomembranas ou monocamadas de Langmuir e, especificamente, nao ha es-
tudos de simulacao publicados, ao contrario de outros AL, como a lidocaina, para
0s quais ja existem na literatura alguns trabalhos de seus efeitos em membranas
fosfolipidicas usando simulagdes de DM [56, 57|.

A ATC pertence a classe dos AL chamados amino-amidas. Ela tem duas carac-
teristicas unicas entre os AL conhecidos: a por¢ao aromatica consiste em um anel
tiofeno e, ligada a ele, um grupo éster, que contribui para o rapido metabolismo do
farmaco, pois é hidrolisado enzimaticamente a acido articainico por esterases [58].
Com excecao destas peculiaridades da ATC, a cadeia que contém os grupo amino

e amida da ATC é idéntica a da prilocaina.
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Figura 1.5. Férmula estrutural da R-articaina em sua forma neutra. Em seu estado
carregado, o proton liga-se ao nitrogénio N15. O centro assimétrico C14 confere atividade 6ptica

ao composto.

A ATC possui um carbono assimétrico (C14 na Figura 1.5), evidenciando que o
composto apresenta atividade 6ptica. O pKa do nitrogénio N15 é de cerca de 7,8.

Portanto, ambos os estados da articaina, neutra e protonada, podem ser relevantes
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no contexto fisiologico. Neste trabalho, o comportamento de ambas as formas na
membrana modelo é investigado. No entanto, como o tempo disponivel para o
desenvolvimento deste trabalho ¢é limitado, decidiu-se por dedicar maior atencao
e esforco a forma neutra, pois é conhecido o fato de que espécies neutras de AL
ligam-se mais fortemente a membrana do que o fazem as espécies carregadas e,
ainda, que efeitos de toxicidade e poténcia dos AL estao diretamente relacionados
a hidrofobicidade destes farmacos |3, 44, 61].

Desde o trabalho de Malamed e colaboradores em 2000 [62], propaga-se na lite-
ratura, de um modo pouco especifico, a informacao de que o anel tiofeno da ATC
torna-a mais lipossolavel [59, 63]. Em comparagao com outros anestésicos locais, a
questao da hidrofobicidade da ATC é controversa. No laboratorio da Prof. Eneida
de Paula, determinaram-se valores de coeficiente de particao para diferentes anesté-
sicos locais na forma neutra, em adgua/n-octanol. Os resultados deste experimento
indicam que, em termos de hidrofilicidade/hidrofobicidade, a ATC situa-se como
intermediaria entre anestésicos mais hidrofobicos e potentes (tetracaina, etidocaina
e dibucaina) e AL de maior carater hidrofilico (como lidocaina, prilocaina e me-
pivacaina). Esta questao sera abordada novamente nesta dissertagao a partir dos
resultados obtidos das simula¢oes de ATC em membrana POPC e de experimentos
de 'H-RMN de ATC neutra em fosfatidilcolina de ovo.



Capitulo 2

Metodologia

Essencialmente, as interacoes entre atomos e moléculas definem seus movimen-
tos e sao determinadas pela distribuicao eletronica ao redor dos atomos. Isto, a
principio, poderia ser determinado através de Mecanica Quantica (QM). Entre-
tanto, resolver numericamente equacoes de Schrédinger dependentes do tempo so
é viavel computacionalmente para sistemas e condi¢oes muito simples. Afora rea-
coes, vibracoes de ligacoes e angulos de frequéncias muito altas, o estudo de muitos
processos e propriedades fisico-quimicas no nivel biomolecular, nao requer consi-
deracoes quanticas explicitas. Com esta motivacao, a abordagem ab initio pode
ser substituida por modelos que descrevem as interacoes no sistema através de
potenciais efetivos classicos entre dtomos. Além do menor custo computacional,
estes modelos classicos tém a vantagem de serem parametrizados diretamente para
reproduzir dados experimentais. FEstas simplificagoes permitiram desenvolver a
Quimica in silico, em que utiliza-se computadores ao invés de experimentos. Mais
do que isso, experimento e teoria frequentemente trabalham juntos. As pesqui-
sas experimentais geralmente motivam e guiam os estudos tedricos e os resultados
teoricos, por sua vez, fornecem explicacoes em nivel microscopico aos fendmenos
observados experimentalmente.

Neste capitulo, sao apresentados alguns conceitos fundamentais de dinamica
molecular, a principal técnica utilizada no desenvolvimento deste trabalho, e sao

descritos os sistemas e detalhes das simulacoes realizadas.

13
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2.1 Dinamica Molecular

O conceito de dinamica molecular foi introduzido na década de 50 por Alder e
Wainwright [64] com o estudo de interagoes entre esferas rigidas, com a finalidade
de contribuir com anélises de mecanica estatistica de liquidos simples. Alguns
anos depois, a técnica avancou com a introducao de potenciais realisticos continuos
para simular argonio liquido [65] e a4gua |66]. Desde entdao, a DM torna-se cada
vez mais abrangente, acompanhando a evolucao de procedimentos de simulacao e
de capacidade computacional. Atualmente, sao objetos de estudo na area desde
solidos cristalinos e amorfos até sistemas biologicos complexos (membranas modelo,
proteinas, DNA, etc.), passando por liquidos moleculares e i6nicos, surfactantes e
sistemas interfaciais diversos [67-69].

A metodologia DM é baseada nos principios basicos da Mecanica Cléssica e
da Fisica Estatistica e pode proporcionar o acesso ao comportamento dinamico
microscépico dos dtomos que constituem um dado sistema. Desta informacao, os
mecanismos microscopicos da transferéncia de massa e energia num processo qui-
mico, por exemplo, podem ser observados. Além disso, a DM pode ser empregada
como um meio de amostragem de um ensemble mecanico-estatistico. Assim, é pos-
sivel determinar propriedades termodinamicas no equilibrio, tais como: pressao,
temperatura, volume, entalpias, energias livres, etc, além da estrutura, proprieda-
des de transporte, propriedades espectroscopicas e potenciais de forca média ao
longo de caminhos de reagao. Os observaveis em um sistema sao formulados em
termos de médias no ensemble, que sao caracterizados por valores fixos das varié-
veis termodinamicas tais como energia, F, temperatura, 7', pressao, P, volume, V',
ntmero de particula, IV, ou potencial quimico, p. Estas varidveis podem ser consi-
deradas como parametros experimentais de controle que especificam as condigoes

sob as quais a ‘experiéncia’ no computador é executada.

2.1.1 As Simulacoes

Para se aplicar a técnica de DM em um sistema, inicialmente é necessario criar

uma ‘caixa de simulagao’ contendo N moléculas, sujeita as condicoes de fronteira
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Figura 2.1. Aplicacio de condicdes periddicas de contornc a uma caixa de simulacio
hipotética. Quando um componente ¢ deixa a caixa, sua imagem entra na caixa pela face oposta,

simultaneamente.

apropriadas para a geometria ou simetria do sistema macroscopico [70]. Em um en-
semble em que se fixa o volume da caixa (canonico ou microcanénico, por exemplo),
as dimensoes sao escolhidas de tal forma que a densidade numérica, N/V. corres-
ponda aquela do sistema real nas condi¢oes termodinamicas desejadas. (Quando
nao se conhece exatamente a densidade experimental do sistema, um procedimento
comum ¢ rodar uma simulacao longa em ensemble NpT, em que o volume do sis-
tema flutua mantendo fixas a pressao e a temperatura.

O nimero N de moléculas na caixa de simulagao ¢ muito pequeno (103 - 10°
atomos) se comparado a uma amostra examinada no laboratério. Com isso, os
efeitos de superficie, isto é, as interacdes de atomos na fronteira da caixa sao bas-
tante significativos. Para minimizar estes efeitos, geralmente emprega-se condi¢oes
periodicas de contorno. A caixa de simulacao é rodeada por suas cOpias idénti-
cas em todas as direcoes, infinitamente, formando um sistema que tenda ao limite
termodinamico, embora periddico, onde as particulas se movimentam de maneira
idéntica a movimentacao na célula principal (Figura 2.1).

A configuracao inicial na caixa de simulacao pode ser obtida com a distribui¢ao
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aleatoria das moléculas na caixa de simulacao. J& em simulagoes de proteinas,
as posicoes iniciais sao geralmente obtidas a partir das estruturas cristalograficas.
Velocidades iniciais, por sua vez, sao geralmente atribuidas aleatoriamente aos
atomos do sistema de acordo com uma distribuicao de Maxwell-Boltzmann para a
temperatura desejada.

Este procedimento deve ser acompanhado por uma prescricao de como as inte-
racoes entre as imagens das particulas pertencentes a diferentes réplicas periddicas
devem ser manipuladas. Se as forcas envolvidas forem de curto alcance, podem ser
aplicadas as convencoes do raio de corte esférico e da imagem minima. Quando as
forcas de interacao entre as particulas decaem lentamente com a distancia, como
nas interagoes Coulombicas, podemos substituir na célula de simulacao a forga de
interagao simples entre pares de particulas por uma forga efetiva (método da soma
infinita), obtida somando-se as interagoes entre todas as imagens periodicas dessas
particulas. Um dos métodos bem estabelecidos para isso é o das somas de Ewald.

A idéia essencial na geracao das trajetérias de DM é muito simples. Dadas as
posicoes de todos os atomos do sistema, as forcas atuando sobre eles podem ser
calculadas pela derivada do potencial F = —VV. De acordo com a Segunda Lei
de Newton, podemos computar a aceleracao de cada dtomo a partir destas forcas

por

— VV =md, (2.1)

sendo m a massa do atomo. A aceleracao é, entao combinada as posi¢oes e ve-
locidades em um tempo t para computar as posicoes e velocidades em um tempo
t + ot. Dadas as posicoes neste novo instante, os potenciais sao recalculados, de-
finindo novas forcas, novas aceleracoes e, assim, permitindo novamente o célculo
das posicoes em um instante posterior. A repeticao deste ciclo leva a obtencao da
trajetoria das particulas do sistema, ou seja, obtém-se o ensemble nas condicoes
termodinamicas de interesse.

Existem muitos algoritmos para a resolugao das equacoes de movimento mas
todos eles assumem que as posicoes, velocidades e aceleracoes podem ser aproxi-

madas como séries de expansao de Taylor [67]:

Flt + 6t) = F(t) + 5t (t) + %&25@) 4 éaﬁz}’t b (2.2)
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Bt + 8t) = () + Stalt) + %&25@) 4. (2.3)

—

a(t + ot) = a(t) + otb(t) + ... (2.4)
em que U, d, b e etc. sdo vetores tridimensionais de velocidade (i.e. a primeira de-
rivada no tempo das posicoes), aceleracao (a segunda derivada), terceira derivada,
e assim por diante.

Na decisao de qual algoritmo é o mais apropriado, devem ser feitas consideracoes
importantes, como o esforco computacional requerido e a conservacao da energia.
Dentre os algoritmos mais utilizados atualmente nas simulagoes, estao o algoritmo
Verlet [71] e Verlet-velocidade [71-73]. Este ultimo é o algoritmo implementado no

programa NAMD. Segue a descri¢ao do mesmo.

O algoritmo Verlet-velocidade

O algoritmo Verlet-velocidade consiste no calculo das posicoes usando a expansao

de Taylor truncada na segunda ordem.
1
7t + 0t) = 7(t) + oto(t) + §5t25(t). (2.5)

J& a velocidade no instante t + 6t é computada pela média das aceleragoes nos

instantes ¢ + dt:
at)ot n at + ot)ot

2 2
O algoritmo Verlet-velocidade é implementado em trés etapas, pois, como pode

U(t + 6t) = v(t) + (2.6)
ser visto em 2.6, é necessario armazenar os valores de aceleracao nos instantes t e
t + ot para o calculo de novas velocidades. Assim, primeiramente, as posi¢oes em
t+ 0t sao calculadas pela Equacgao 2.5. As velocidades no tempo ¢+ %& sao, entao,
determinadas com: ) )
u(t + §5t) =J(t) + 56756(15) (2.7)
A velocidade neste instante intermediario é utilizada para o célculo das posi¢oes
em t + dt,
1
Z(t + 0t) = Z(t) + v(t + §6t)5t (2.8)
As forcas resultantes sao calculadas para as novas posicoes no instante ¢t + 0t e,
entdo, computa-se d@(t). Assim, a Equagao 2.6 pode ser resolvida, ja que
ot ot

ot +dt) = ot + 5) + Eﬁ(t + 0t). (2.9)
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Dentre as razoes para o corrente uso deste algoritmo em simulagoes de DM,
esta a de que ele requer a avaliacao das forcas apenas uma vez por passo de tempo.
Verlet-velocidade é considerado um aprimoramento ao algoritmo Verlet, pois as
velocidades sao calculadas com maior precisao e menos vetores tem que ser arma-

zenados.

2.1.2 Potenciais de Interacao

As forgas em DM sao modeladas através de potenciais classicos (campos de forga)
baseados em dados experimentais e em superficies de energia potencial oriundas
da estrutura eletronica obtida da Mecanica Quéantica. Diversos potenciais efeti-
vos classicos para o tratamento das interacoes moleculares foram desenvolvidos e
aplicados com sucesso nesta area. Dentre os campos de forca bem estabelecidos
usados para biomoléculas em geral (sacarideos, peptideos, proteinas e acidos nucléi-
cos), destacam-se OPLS |74, 75|, CHARMM |76, 77], AMBER [78-80] e GROMOS
|81]. Um campo de for¢a muito utilizado para sistemas poliméricos ¢ o COMPASS
[82, 83]. Para materiais inorganicos, sao referéncia os campos de forga Universal
(UFF) [84] e Dreiding |85].

Em geral, os campos de forca em uso atualmente compoem-se de duas partes
(Eq. 2.10), uma descreve os graus de liberdade intra-moleculares (potenciais ‘li-
gados’ ou ‘covalentes’) e a outra descreve as interagoes entre atomos nao ligados

covalentemente (potenciais ‘nao ligados’).
V = vligado 4 Vn&ofligado (210)

A parte do potencial ligado divide-se em termos de potenciais de estiramento de

ligacao, deformacao angular e torcao de angulo diedral:
Vligado _ ZVEL_’_ZVGA_’_ZVZJD. (211)
l a d

Em condigoes relativamente brandas (geralmente empregadas na simulagoes de
DM), em que ndo ocorrem formagoes e rompimentos de ligacoes, o potencial de
estiramento das ligacoes covalentes em moléculas comuns pode ser aproximado a
um potencial harmoénico

_Kr

Vi(r) = —-(r =r00)’, (2.12)
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em que 7 ¢ a distancia entre dois nticleos. K[ e 7y; sdo a constante de forga
do oscilador harmonico e a distancia de equilibrio, respectivamente. Apenas com
isto, podemos descrever uma molécula diatdmica como o monodxido de carbono no
vacuo. Isto é, sao dois atomos, um com massa 12 e outro com massa 16 u.a.,
interagindo através de um potencial harmonico que tem um 7( ., correspondente
a distancia 6tima da ligagio C-O e uma constante de forga KZ. A distancia de
equilibrio e a constante de forca podem ser obtidas, por exemplo, a partir de um
espectro vibracional, ou usando célculos de estrutura eletronica.

A deformacao de angulos de seus valores de equilibrio também sao frequente-
mente descritas usando um potencial harmonico, caracterizado por uma constante
de forca e por uma geometria de equilibrio:

KA

VaA(e) = 2!1 (9 - 00,(1)2' (213)

As maiores alteracoes conformacionais em uma molécula, geralmente, sao cau-
sadas por uma complexa relagao entre termos ‘nao ligados’ e os termos de potenciais
de diédros [67]. Estes sao quase sempre expressos como uma expansao em série de
cossenos, a partir da contribuicao de todas as sequéncias de quatro d4tomos ligados
A-B-C-D no sistema. Por exemplo, para uma molécula de etanol, o potencial di-
edral inclui nove termos referentes a rotagao da ligagdo C-C (6 x H-C-C-H e 3 x

H-C-C-0O). Uma forma funcional para o potencial diedral é:

VP00 = 3 T2+ cosnx — b)), (2.14)

n

em que K, ¢ uma constante associada a altura da barreira da curva de potencial,
n é a multiplicidade, que determina o nimero de pontos minimos na curva ao
rotacionar a ligagao completamente, e ¢4, é o angulo de fase, que determina quando
o angulo torsional passa por um ponto de minimo. Estes potenciais sao calculados
entre 4tomos proximos espacialmente, o que faz com que a demanda computacional
seja relativamente baixa. Ja o calculo das interacoes entre d4tomos nao ligados é
a parte mais custosa de uma simulacao por DM, pois existe um nimero muito
maior de interacoes deste tipo em um sistema. Estes calculos sao responsaveis por

90-95% do tempo de processamento. O potencial ‘nao ligado’ constitui-se da soma
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de potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb:
nao—ligado __ LJ C =
4 =Y > (V) + V) (2.15)
i=1 j=i+1
O potencial de Lennard-Jones caracteriza-se por ser extremamente repulsivo a
distancias curtas e atrativo em distancias relativamente longas. Ele tem a forma
12 6
o o
LJ kl kl o e
Vi (ru) = 4€kl[(—> - (— ; (2.16)
Tkl Tkl
em que os parametros €y € oy determinam, respectivamente, o valor do minimo

de enregia e a distancia em que o potencial se anula (Figura 2.2).

Lennard- Jones

Potencial

i
r's d Tij

Figura 2.2. Potenciais de interagio entre pares de atomos nio ligados covalente-
mente em uma simulagao. O potencial de Lennard-Jones representa as interagtes de van der
Waals e é contruido a partir de um componente repulsivo (ar~'2) e de um componente atra-
tivo (ar*G). O potencial eletrostatico depende das cargas parciais atGmicas e consiste em um

potencial coulémbico clissico.

O potencial coulémbico descreve as interacoes eletrostaticas segundo:
VE () = ﬂ, (2.17)
4mene, T
em que g e g sao as cargas parciais dos dois dtomos envolvidos e rg. a distancia
entre eles.
Outros termos sao incluidos em alguns campos de forca, como, por exemplo,
o potencial de diédro improrio, necessario em alguns casos para alcancar uma

geometria plana (em um grupo amida, por exemplo).
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2.1.3 Parametrizacao de um Campo de Forca

Para definir um campo de forga, é preciso especificar nao so6 a sua forma funcional
como seus parametros (as vérias constantes, como K}, K, e oy, nas Equagoes
2.12, 2.14 e 2.16). Esta é um tarefa desafiadora e importante, pois dela depende
a qualidade dos resultados obtidos a partir das simulacoes por DM. Até mesmo a
inclusao de apenas alguns parametros a um campo de forca ja bem estabelecido
pode ser um processso bastante trabalhoso.

Nao ha forma e parametros especificos que sejam ‘corretos’ para modelar os
constituintes de um sistema. De um modo geral, os campos de for¢a tém seus
parametros ajustados de modo a reproduzir algumas propriedades estruturais ou
termodinamicas obtidas experimentalmente, tais como entalpia de vaporizagao e
densidade de liquidos, e a curva de compressibilidade em funcao da pressao de
gases. No caso dos liquidos, estas propriedades estao intimamente relacionadas
as interacoes atrativas e repulsivas entre os componentes do sistema. Potenciais
assim obtidos sao capazes de prever varias outras propriedades que manifestam
estas interacoes.

Outra forma, cada vez mais utilizada, de determinar parametros sao os célculos
ab intio de estrutura eletronica. Este recurso é particularmente ttil para casos em
que a quantidade de dados termodinamicos experimentais sdo escassos. E o caso,
muitas vezes, de macromoléculas biolégicas, como proteinas. O campo de forca
CHARMM, por exemplo, foi desenvolvido tanto a partir de dados experimentais
quanto de célculos quanticos.

Uma importante caracteristica dos campos de forga é a transferabilidade, o que
significa que um mesmo conjunto de parametros pode ser utilizado para modelar
moléculas relacionadas, ao invés de ter que definir um novo conjunto de parametros
para cada molécula individualmente [67]. Parametros relacionados a graus de li-
berdade ‘rigidos’ (estiramento de ligagao e deformagao angular) influenciam pouco
o desempenho de um campo de forca e sao especialmente transferiveis. Também
assume-se frequentemente que um mesmo conjunto de parametros de vdW pode
ser usado para a maioria, senao todos, os atomos de um mesmo elemento. Ja as
cargas atomicas podem ser determinadas por ajuste do potencial eletrostatico e os

parametros de tor¢ao sao comumente obtidos através de calculos QM para diferen-
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tes angulos de tor¢ao, de modo a ajustar o potencial diedral (Eq. 2.14) a curva de
energia obtida.

Ha na literatura diversos trabalhos de DM envolvendo mono e bicamadas de
fosfolipidios, incluindo POPC, cujos campos de forca foram e tém sido ampla-
mente testados e aprimorados [86-88|. Neste trabalho, adotamos o campo de forga
CHARMM27 [89, 90| para os lipidios. Para a agua adotamos o modelo TIP3P [91],
pois 0 modelo CHARMM de biomoléculas foi desenvolvido baseado na solvatacao
em agua TIP3P. Além disso, este modelo reproduz bem as propriedades estruturais
e termodindmicas encontradas experimentalmente para a agua [91]. A articaina
ainda nao havia sido parametrizada e, portanto, foi necesséario fazé-lo para este
trabalho. No Capitulo 3, descreve-se o modelo criado para a ATC, baseado no
campo de forca CHARMM.



Capitulo 3

Parametrizacao da

Articaina

Devido a ampla variedade de compostos de interesse farmacologico, é frequente
a necessidade de desenvolver novos parametros que possibilitem o estudo destes
compostos por simulacoes de dinamica molecular. Nesta parte, é descrita a para-
metrizacao da articaina, com base no campo de forca CHARMM. Por praticidade,
passa-se a referir-se as espécies neutras da articaina como R-ATC e S-ATC e, as
protonadas, como HR-ATC e HS-ATC.

Como foi comentado na Secao 2.1.3, alguns parametros de campo de forca sao
especialmente transferiveis. Assim, a ATC foi parametrizada explorando as in-
formacgoes do CHARMM, considerando similaridades entre atomos que formam a
articaina e os &tomos de moléculas ja bem descritas neste campo de forca, para que
os parametros de Lennard-Jones e de movimentos internos (principalmente defor-
magao angular e estiramento de ligagdo) fossem, sempre que apropriado, utiliza-
das. Para tal, foram considerados fatores como hibridizacao e eletronegatividade
dos atomos nas vizinhancas dos sitios em questao. Especialmente as cargas parci-
ais atomicas e alguns diédros da ATC tiveram que ser calculados quanticamente,
conforme descrito nas duas Secoes seguintes.

Os valores de distancia de equilibrio, ry, e angulo de ligagoes, 6y, (Eq. 2.12
e 2.13) foram obtidos através da otimizagdo geométrica da estrutura no nivel de
teoria B3BLYP /6-311G(d,p) [92, 93] em um meio de permissividade dielétrica igual a
da agua, usando um Modelo Continuo Polarizavel (em inglés, sigla PCM) [94-96].

Todos os calculos quanticos deste trabalho foram efetuados usando o programa

23
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Gaussian 03 [97]. Na Figura 3.1, sdo apresentadas as estruturas resultantes, de

R-ATC, S-ATC e HR-ATC.

"

Figura 3.1. Resultado da otimizacio geométrica da articaina (R-ATC, S-ATC e
HR-ATC, respectivamente).

No campo de forca CHARMM, assim como na maioria dos campos de forca, é
preciso definir o ‘tipo atomico’ de cada atomo do sistema. O tipo atdmico usual-
mente informa sobre o niimero atémico, grau de hibridizacao e, ainda, ambiente
molecular. Por exemplo, é necessario na maioria dos campos de forca distinguir
entre Atomos de carbono com hibridizacao sp?, sp? e sp, que adotam diferentes ge-
ometrias moleculares. Os parametros do campo de forca sao expressos em termos
destes tipos atomicos. No arquivo de parametros anexado a este texto e utili-
zado nas simulacoes deste trabalho, foram definidos tipos atomicos listados abaixo

(identificados na Figura 3.2) para os atomos da ATC.

Tipo atémico Definicao
C C de carbonila em ambiente similar

a backbone de peptideo (amida)

CA C de anel aromartico

CL C da carbonila do éster
CT1 C alifatico sp® terciario
CT2 C alifatico sp® secundario
CT3 C alifatico sp® primario
H H em ligacao apolar

HA H ligado a anel aromatico
HB H em ambiente similar a

backbone de peptideo

HC H de amina protonada (ocorre
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apenas em ATC protonada)
HP H em ligacao polar
NH1 N em ambiente similar a

backbone de peptideo (amida)

NH2 N de amina secundaria
(0] O de carbonila em amida
OBL O de carbonila de éster
OSL O de éster
SS S de tiofeno
58 HA
_osie . _cA” Nea”
H;CT3 CL \//
|| CA—CA
OBL
HP— NHI1 CT3H;
c=0
/
H:CT3—CT|—— HB
\
NH2— HP
H—CT2: H
\
H—CT2—H
HiCT3

Figura 3.2. Tipos atomicos assinalados na estrutura da ATC.

3.1 Cargas Parciais Atomicas

A escolha mais natural para as cargas parciais atomicas poderia ser as cargas de
Mulliken, baseadas nos orbitais moleculares e suas ocupancias, mas o método de
Singh, Kollman [98] e Besler et al. [99|, conhecido como esquema Merz-Singh-
Kollman (MK) deriva cargas parciais que reproduzem melhor o potencial eletros-
tatico quantico no estado fundamental para moléculas em fase condensada.

As cargas parciais de R-ATC, S-ATC e HR-ATC, Tabela 3.1), foram geradas
de acordo com o esquema MK, no nivel HF /6-31G(d,p) [100]. Aos hidrogénios con-

siderados quimicamente equivalentes foram atribuidas cargas iguais, calculadas a
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Tabela 3.1. Cargas parciais atomicas calculadas para as espécies R-ATC, S-ATC
e HR-ATC. Os atomos sao identificados de acordo com a Figura 1.5, sendo que os dtomos de

hidrogénio sao numerados de acordo com o 4tomo ao qual se ligam.

Atomo Cargas parciais atomicas

R-ATC S-ATC HR-ATC
C1 0.0259  -0.0573 -0.0779
C2 -0.2246  -0.2155 -0.2131
H2 0.2394  0.2393 0.2566
S3 0.0024  0.0043 0.0832
C4 -0.6556  -0.6948 -0.6519
C5H 0.5683 0.6682 0.6639
C6 1.0461 1.1132 1.0508
o7 -0.3409  -0.3500 -0.3460
C8 -0.1541  -0.1797 -0.1420
H8 0.1144 0.1109 0.1213
N9 -0.6033  -0.7214 -0.8615
H9 0.3327  0.3267 0.4243
C10 0.5892 0.6750 0.7435
O11 -0.5900  -0.5852 -0.5338
C12 -0.4379  -0.2883 -0.3171
H12 0.1427 0.1035 0.1151
013 -0.6656  -0.7055 -0.6656
C14 0.4791 0.2398 0.1759
H14 -0.0035 0.0509 0.0818

N15 -0.9348  -0.6507 -0.5892
H15 0.3787 0.3528 0.3803
Cl16 0.2863 0.0233 0.0662

H16 -0.0046 0.0500 0.1048
C17 0.0709 0.1651 0.0657
H17 0.0175 -0.0015 0.0316
C18 -0.3420  -0.3667 -0.3249
H18 0.0818 0.0870 0.1064
C19 -0.3854  -0.3976 -0.4049
H19 0.0921 0.1053 0.1513

partir da média aritimética entre seus valores. Analisando a Tabela 3.1, verifica-se
que as cargas obtidas para as trés moléculas tém valores bem parecidos na maioria
dos atomos. Comparando os estereoisomeros, observa-se que as diferengas passam
a tornar-se maiores 4 medida em que se aproxima o centro assimétrico, consequén-
cia da conformacao e arranjo espacial distintos (Figura 3.1). Ja quando se faz a
comparagao entre R-ATC e HR-ATC, leva-se em conta, fundamentalmente, que a
presenca de um proton em excesso em HR-ATC altera a distribuicao eletronica e

a conformacao do estado fundamental.
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3.2 Parametros de Torcao

Devido a especificidade da configuracao molecular, encontrar parametros em um
campo de forca para caracterizar as tor¢oes de uma molécula arbitraria é mais
dificil do que para as distancias e angulos entre ligacoes. Entretanto, uma boa
descricao das tor¢oes é fundamental para as propriedades conformacionais de mo-
léculas flexiveis [101].

Os parametros da R-ATC para as rotagoes torsionais indicadas na Figura 3.3
(parte I, a esquerda) foram determinados a partir das energias obtidas de varre-
duras de energia com a rotagao diedral, no nivel de teoria B3LYP/6-311G(d,p).
Entao, para hipotéticos atomos ‘1-2-3-4’, componentes da ATC, a varredura de
energia foi feita em funcao da rotagao de 360 graus ao redor dos atomos 2-3. Cada
varredura consiste em uma série de relaxagoes estruturais, em que somente o angulo
em estudo é mantido fixo. A varredura também foi feita classicamente, usando to-
dos os termos do campo de forca, exceto o termo do potencial de tor¢ao do angulo
em questao, o qual deseja-se determinar. O resultado da subtragao das duas cur-
vas, uma obtida quanticamente e a outra classicamente, pode ser ajustada a forma
classica do potencial de tor¢ao diedral (Equagao 2.14). Os valores dos parametros
diedrais K, Xan € n resultam deste ajuste nao-linear.

Teoricamente, nao ha limite para o nimero de termos usados nesta série, mas,
na pratica, a soma é frequentemente truncada em n = 3. O principio é nao usar
mais termos do que o necessario para uma boa descricao da curva de energia
potencial. Além disso, o angulo de fase ¢;,, é tipicamente restrito a 0 ou 180°
no campo de forca CHARMM. Isto preserva a simetria da curva ao redor de y=0,
0 que assegura que a molécula e sua imagem especular tenham a mesma energia
diedral para mesmos Ky, € ¢gp.

Visando diminuir o custo da varredura QM, a molécula foi redesenhada elimi-
nando as por¢oes que pouco influenciam nas interacoes eletronicas entre os atomos
que representam esta torcao. Assim, por exemplo, para o calculo do diédro T1, a
molécula foi recriada sem alguns grupos da ATC original, como, por exemplo, o
grupo amina (Figura 3.3, parte I, a direita). Por outro lado, provavelmente nao
seria adequado, por exemplo, excluir o grupo amida, uma vez que este deve afetar

a densidade eletronica na regiao de T1 por ressonancia eletronica através do anel
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aromético. No interior dos graficos, as porcoes moleculares sao representadas com

s3 H X
TL A - 5
Ol . £C4 c2 I "~ __H
mes— o ~c6f /i " [& (ot
Il es—c d \(\ {4"
013 >—C
2 (0]
H20— 19 Clzhy ™o i \’I \"
clo=oil (‘l—o
HiC19—Cl4—H |
1C19 o s

NIS—H21
‘(;L']'-‘
H—Clo—H

H—CI7—H

H
e N
N/
c—¢C
A2\ H\\
”—'l" H N—H
. T3/ T4
(Jr:() (_‘}-Al(f
\
mc—c\— H s
j“— H Cuf
CHy
\
CHy

L L L L L L L L

-0 QM
@0 MM i
@ -0 Resultante |
— Ajusie

Energia (kcal/mol)

P I I P X

2 D = N w3

I%I I T I T

]

I 1 1

11 l 1 1 i 1 1 I 1 1 I 1 1 I 11 l 11 l 1 1

P

o

90

120 150 180 210

Angulo diedral (°)

240

270

300

330

IT

360

Figura 3.3. 1) A esquerda estdo assinaladas na estrutura R-ATC as tor¢des cujos

parametros foram calculados neste trabalho. A direita, apresentam-se moléculas menores do que

a ATC, que foram usadas para estes célculos. II) Curvas de potencial geradas para os diédros

T1, T2 e T3. Os pontos circulados nas curvas em azul sdo os valores de energia potencial obtidos

quanticamente (QM) na varredura destes diédros, ao passo que os pontos das curvas em azul

foram obtidos na varredura destes diédros usando o potencial classico (MM, Equagoes 2.10-2.17).

As curvas ‘resultantes’ sao obtidas pela subtracado de QM por MM. A partir do ajuste desta

curva, obtém-se os pardmetros diedrais.
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os atomos genéricos ‘1-2-3-4’ destacados com uma determinada cor.

A partir deste procedimento e consideragoes, foram geradas as curvas de po-
tencial para os diédros T1, T2 e T3 apresentadas na parte II da Figura 3.3. A
aparéncia das curvas resultantes reflete fatores como a hibridizacao dos atomos
envolvidos e ressonancia eletronica. Assim, observa-se na curva resultante corres-
pondente & T1 , por exemplo, que os minimos estao em 180° e 0°, o que é condizente
com o fato de se tratar de um grupo que tende a permanecer no plano do anel,
por ser um substituinte retirador de elétrons do anel aromatico por ressonancia.
Ja a curva correpospondente & T3 tem trés pontos de minimo, representando bem
a estrutura eletronica do nitrogénio, de hibridizacao sp?, segundo a Teoria dos
Elétrons de Valéncia. A curva de potencial do diédro T4 deve ser muito similar
a curva do diédro T3 e, portanto, foram utilizados os mesmos parametros para
descrever ambos.

A torcao de uma ligacao pode ser descrita pelo angulo entre os planos formados
por diferentes conjuntos de atomos ‘1-2-3-4’. Por exemplo, a rotacao T1 pode ser
descrita por S3-C4-C6-07, C5-C4-C6-0O7, S3-C4-C6-013 ou C5-C4-C6-0O13. Em

um arquivo de parametros do NAMD é preciso identificar k4, para cada um destes

J
J conjuntos de atomos, tal que Y kgn(j) = Kapn, com valores de Ky, obtidos
j=1
pelo ajuste das curvas de energia potencial resultantes (Figura 3.3). Assim, ao

criar o arquivo de parametros para a R-ATC, desmembramos os valores de K,
adotando o tinico critério de atribuir valores mais baixos as representacoes diedrais
que envolvam atomos de hidrogénio. Na Tabela 3.2, sao apresentados os valores de
kg, obtidos a partir dos ajustes das curvas de potencial dos diédros T1, T2 e T3.

A diferenca na configuracao das formas isoméricas nao influencia na ‘rigidez’
da rotacao em torno de uma ligacao. A estrutura eletronica de um diédro poderia
ser afetada por efeitos estéricos, mas as interacoes eletronicas externas ao diédro
j& sao descontadas quando se faz a subtracao das curvas QM e MM. Portanto, os
mesmos parametros torsionais obtidos a partir da R-ART sao utilizados para S-
ART. Estes parametros também foram usados para HR-ATC. Neste caso, a carga
positiva extra em N15 deve afetar as torcoes T3 e T4. Efeitos desta protonagao
para a dinamica conformacional deste diédro sao parcialmente incorporados no

potencial coluémbico, mas nao explicitamente no potencial de tor¢ao nos estudos
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aqui reportados. Apos proceder como descrito, foram geradas cargas parciais ato-
micas sob influéncia de um modelo que simula a presenca de agua como solvente
e parametros de ligacoes, angulos e torsionais independentes de interacoes entre
atomos nao ligados.

A minimizacao classica da ATC usando as Equacoes 2.10-2.17 deve gerar uma
estrutura muito similar & obtida pela otimizacao geométrica quantica que, por sua

vez, originou os valores de cargas parciais atomicas usadas no modelo classico.

Tabela 3.2. Parametros dos diédros T1, T2 e T3 obtidos através dos ajustes das

curvas de potencial mostradas na Figura 3.3.

Diédro Kgm 7 ban
(kcal/mol) (graus)

T1 SS- CA - CL -OBL 1250 1 180.0
SS- CA - CL -OBL -1.110 2 0.0
SS- CA - CL -OSL 1.250 1 180.0
SS- CA - CL -OSL -1.110 2 0.0
CA-CA - CL -OBL 1.250 1 180.0
CA-CA - CL -OBL -1.110 2 0.0
CA-CA - CL -OSL 1.250 1 180.0
CA-CA - CL -OSL -1.110 2 0.0
T2 CA- CA -NH1-H 0.770 1 0.0
CA- CA -NH1-H -0.780 2 0.0
CA- CA -NH1-H 0.110 3 0.0
CA- CA -NH1-C 0.770 1 0.0
CA- CA -NH1-C -0.780 2 0.0
CA- CA -NH1-C 0.110 3 0.0
T3 C-CT1-NH2-H -0.092 1 0.0
C-CT1-NH2-H -0.042 2 180.0
C-CT1-NH2-H 0.120 3 0.0
C-CT1-NH2-CT2 -0.092 1 0.0
C-CT1-NH2-CT2 -0.042 2 180.0
C-CT1-NH2-CT2 0.120 3 0.0
CT2-NH3-CT1-HB -0.092 1 0.0
CT2-NH3-CT1-HB -0.042 2 180.0
CT2-NH3-CT1-HB 0.120 3 0.0
H-NH3-CT1-HB -0.092 1 0.0
H-NH3-CT1-HB -0.042 2 180.0
H-NH3-CT1-HB 0.120 3 0.0
CT2-NH3-CT1-CT3 -0.092 1 0.0
CT2-NH3-CT1-CT3 -0.042 2 180.0
CT2-NH3-CT1-CT3 0.120 3 0.0
CT3-CT1-NH3-H -0.092 1 0.0
CT3-CT1-NH3-H -0.042 2 180.0
CT3-CT1-NH3-H 0.120 3 0.0
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Portanto, como uma forma de testar o modelo proposto para a ATC, foi feita a
minimizagao classica da ATC (R-ATC, S-ATC e HR-ATC). Para isso, foi utilizado
o algoritmo padrao do NAMD de gradiente conjugado. As estruturas obtidas a
cada 100 passos puderam ser muito bem sobrepostas & estrutura otimizada quan-

ticamente (Figura 3.4), tanto que diferengas sdo quase imperceptiveis.

Isomero R l [sdbmero S ART protonada
N A - ALY
\ ay \Q\

Figura 3.4. Sobreposicio das estruturas da ATC geradas durante sua otimizacio

classica (tragos em cinza) e quantica (estrutura colorida).

3.3 Simulacoes de Solucoes Aquosas de Articaina

Em busca de conhecer propriedades do modelo proposto para a articaina em suas
condicoes neutra e protonada, levogira e dextrogira, foram inicialmente estudadas
solucoes de articaina em agua em diluicao infinita, isto é, sistemas em que a arti-
caina esta totalmente envolta pelo solvente, nao interagindo com outra molécula de
soluto. Refere-se a estes sistemas como RATC e SATC para os que contém o iso-
mero R e o isomero S da ATC, respectivamente. O sistema denotado por HRATC
contém a R-ATC em seu estado protonado. Neste, um anion cloreto foi adicionado
para manter a neutralidade do sistema. A dinamica corresponde a condigoes ter-
modinamicas de 310 K e 1 bar. Mais detalhes destes sistemas e das respectivas

simulagoes sao encontrados na Caixa de Texto a seguir e na Tabela 3.3.
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Mais detalhes das simulagoes Todas as simulagdes foram conduzidas através do
programa NAMD [102, 103], que permite processamento paralelo no cluster que o
grupo tem a disposicao. Foram empregadas condi¢oes periddicas de contorno e um
raio de corte esférico de decaimento suave a partir de 8 A ate 10 A. As interagoes
de vdW entre atomos separados por distancias maiores do que este raio nao sao
calculadas. As forcas de Coulomb foram tratadas por somas de Ewald. As simulagoes
foram geradas no ensemble N PT, com passo de tempo de 2 fs e aplicacao do algoritmo
de passos de tempo multiplos RESPA [104]. As moléculas de 4gua permaneceram
completamente rigidas e todas as ligagdes incluindo atomo de hidrogénio tiveram
seus comprimentos mantidos fixos ao valor determinado no arquivo de parametros.
Para isso, foi empregado o algoritmo SHAKE [105]. Para a visualizagio dos sistemas
moleculares foi o utilizado o programa VMD [106], para a edigdo das figuras, os
programas Inkscape [107], Gimp [108] e VMD e, finalmente, para a edi¢do dos graficos

utilizou-se o programa Grace [109].

Tabela 3.3. Breve descricio das simulacdes feitas neste trabalho. ATC corresponde
ao nimero de moléculas de articaina presentes no sistema e tipo estereoisomérico (R ou S). Ny
refere-se ao nimero de moléculas de dgua presentes. As simulacoes analisadas tem duragdo de

tempo dada em ns. Ng;,, € o niimero de simulagoes.

Sistema ATC Ny Ny,  Tempo (ns)

RATC 1R 1100 1 2
SATC 1S 1100 1 2
HRATC* 1R 1100 1 2

“?Presenga de um anion cloro para manter a neutralidade total.

As estruturas da ATC extraidas das trajetorias dos sistemas RATC, SATC e
HRATC (Tabela 3.3) foram sobrepostas a estrutura de referéncia otimizada quan-
ticamente (Figura 3.5a). As posi¢oes dos atomos das estruturas neutras variam
nas proximidades da estrutura de referéncia, principalmente os A&tomos constituin-
tes da extremidade da ATC (atomos 16-18 na Figura 1.5), o que era esperado para
uma porc¢ao molecular flexivel, sem ressonancia eletronica e formada por ligagoes
simples. J& o resultado para estrutura protonada deve ser observado com maior
cautela. Para isso, também foram feitas as sobreposicoes alinhando o anel aro-
matico da ATC (Figura 3.5b) e, entdao, pode-se observar claramente que a ATC
protonada em meio aquoso apresenta conformacoes significativamente distintas da

estrutura de referéncia. Foi feita outra otimizagao geométrica partindo da tltima
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estrutura da ATC protonada obtida na dinamica, mas o resultado foi uma estru-
tura muito similar & obtida previamente. Sugere-se que a mudanca conformacional
em agua ocorra de modo a estabilizar um maior momento dipolar da ATC e as
interacoes especificas com a agua.

Atualmente, é frequente a preocupacao com possiveis efeitos distintos das for-
mas enantioméricas de farmacos no organismo. Na &rea de anestesia, nao raro,
existem diferengas importantes entre os isdmeros R e S quanto a atividade e far-
macocinética. Um exemplo muito citado é do anestésico geral cetamina. O isémero
S(+)-cetamina causa efeitos adversos mais leves, de agitacdo e confusdo mental,
além de melhor analgesia do que seu enantiémero [110|. Por isso, utiliza-se formu-
lagoes que tendam a 100% de excesso enantiomérico do isémero S, levogiro. Em
quase a totalidade dos casos, interpreta-se os efeitos estereoespecificos de drogas
quirais pela afinidade estereoseletiva com proteinas funcionais. Um trabalho que
fugiu a esta tendéncia é o de Mizogami e colaboradores [111], que pesquisou in-
dicios de estereoseletividade na interacao dos enantidémeros da bupivacaina com

membranas fosfolipidicas, através de medidas de espectroscopia de fluorescéncia

Isomero R Isomero S ART protonada

a)

Tempe de
simulacio (%)

b)

Figura 3.5. a) Sobreposicio de estruturas de ATC geradas nas simulagdes dos sis-
temas RATC, SATC e HRATC (tracos coloridos) a gerada pela otimizac¢do geométrica quantica
(tragos em cinza); b) Idem ao item a, mas com o alinhamento do anel aromatico. Neste caso, as

cores referem-se & evolucdo das conformagoes das moléculas no tempo.
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e de cromatografia liquida de alta performance. J& se sabe que o isoémero S(-)-
bupivacaina apresenta vantagens farmacotoxicologicas sobre seu antipodo éptico e
racemato. Mizogami verificou que os isomeros S(-)- e R(+)-bupivacaina produziam
efeitos muito similares de desorganizacao e abaixamento da temperatura de transi-
¢ao de fases de membranas DPPC e que interagoes estereoespecificas s6 passaram
a ser notaveis & medida em que se incorporava colesterol & membrana [111].

Para conhecer um pouco do modo como o arranjo espacial dos isomeros da ATC
influencia em suas interacoes com o meio investigamos a funcao de distribuicao ra-
dial de pares. Esta funcdo, geralmente denotada g;;(r), define-se, basicamente,
como a probabilidade de se encontrar uma particula j a uma distancia r de uma
particula ¢, relativamente a probabilidade esperada para uma distribuicao homo-
génea, na mesma densidade [112|. Na préatica, a fungao é computada através da
razao entre o nimero N; de particulas j em uma casca esférica de raio interno r
e externo r + Ar, com origem em i, e a quantidade esperada de sitios j se estes

fossem distribuidos uniformemente, como um gas ideal:

,%j(r) _ <Nj(r + AT)>

dp;r2 Ar (3:1)
em que p; ¢ a densidade de sitios j no sistema. Em simulacoes de DM, obtém-se
o perfil da fungao g;;(r) através da média sobre todas as particulas ¢ e j e sobre
todo o intervalo de simulacao. Alteracoes na densidade local nas vizinhancas das
moléculas de referéncia geram valores de g; ; diferentes de 1, valor para o qual tende
a funcao em distancias grandes.

Foram tracadas as curvas de funcao de distribuicao de pares entre sitios re-
ceptores e doadores de ligacoes de hidrogénio (LH) entre os isomeros da ATC e
moléculas de dgua, para os sistemas RATC e SATC. Os resultados estao expostos
na Figura 3.6. Nas legendas, estao identificados os sitios da ATC em anélise. Deve-
se inferir que, quando se trata de um sitio receptor de LH da ATC, o par atomico
relevante envolve os atomos de hidrogénio da dgua. Inversamente, quando se iden-
tifica um sitio doador de LH na ATC, toma-se o oxigénio da dgua. As linhas cheias
referem-se ao isdbmero R-ATC e as tracejadas, ao isdbmero S-ATC. Verifica-se que
a estrutura de hidratacao das duas moléculas é muito similar. As diferencas mais
evidentes aparecem ao redor do sitio N15, proximo ao carbono assimétrico (C14).

Para quantificar as semelhancas e diferencas das fungoes dos sistemas RATC e
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SATC, computou-se o niimero de coordenacao N;; do sitio j em torno do sitio 1,

através de:

Tmin
Ni; = 4mp; / gi j(r)r*dr, (3.2)
0
sendo Ty, a posicao do primeiro minimo da funcao g; ;. Estas e outras informacoes
sobre as distribui¢oes obtidas para os isémeros da ATC em solucao aquosa estao
dispostas na Tabela 3.4. As curvas correspondentes aos sitios O13, O11, N15, H15
e H9 apresentam o primeiro pico bem definido e posicionado em distancia menor
do que 2,6 A. Este é o perfil tipico de sitios que interagem significativamente com

a agua via ligacoes de hidrogénio.
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Figura 3.6. Funcio de distribuigio de pares entre sitios especificos da ATC (identifi-

cados na legenda) e da 4gua.

Infelizmente, ainda nao ha estudos experimentais da estrutura de hidratacao da
ATC que possam ser comparados aos resultados destas simulacoes. No entanto, os
resultados das simula¢oes da ATC em membranas POPC, que serao apresentados
e discutidos no capitulo seguinte, mostram grande compatibilidade com resultados
experimentais e, assim, sugere-se que o modelo proposto para a ATC é adequado
para simulacoes computacionais deste composto em membranas modelo.

Com base no estudo de Mizogami e nas discussoes acima sobre interacoes este-

reoespecificas dos enantiomeros da bupivacaina em membranas lipidicas, espera-se
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Tabela 3.4. Dados obtidos a partir das fungdes de distribuicdo de pares mostradas
na Figura 3.6, sendo 7,,;n, a distancia do primeiro minimo da curva, N,,, o nimero médio de
atomos (H ou O) da 4dgua na primeira camada de hidratacdo e 7p;co, a distancia do primeiro pico

em relacao a origem.

R-ATC S-ATC
Pmin (A Nu  TpicolA)  Tmin (A)  Nu  rpico(A)

013 2,6 0,8 1,9 2,6 0,9 1,9
o7 - - - - -
N9 4,4 4,4 4,0 4,6 4,9 4,0
H9 2,7 0,6 2,1 2,7 0,4 2,1
o11 2,6 1,0 1,9 2,6 1,0 1,9
N15 2,7 0,4 2,1 2,6 0,1 2,2
H15 2,7 0,8 2,1 2,7 0,9 2,1

que a forma estereoisomérica da ATC pouco afetaria o comportamento geral do
sistema de AL em membrana modelo. Nos capitulos seguintes desta Dissertacao,
serao analisadas propriedades do sistema composto por bicamada e o isdbmero R,

apenas. Simulagoes com o enantiémero sao delegadas a estudos posteriores.



Capitulo 4

Dinamica Molecular de

Articaina em Membranas
POPC

4.1 Descricao das Simulacoes

Foram feitas nove simulagoes de equilibrio de sistemas de ATC neutra em bicamada
de POPC, sendo que o farmaco, uma tnica molécula, foi inicialmente posicionado
no meio aquoso. Também foram geradas trés simulagoes com a ATC protonada
inicialmente no meio aquoso e uma outra simulacao foi produzida iniciando-se com
o composto no interior membranar. Estes sistemas foram previamente equilibrados
(2 ns) e entao simulados durante mais 10-20 ns no ensemble NP, AT (ntmero de
atomos, pressao normal, area superficial da membrana e temperatura Constantes),
frequentemente aplicado com campo de forca CHARMM [113-116]. Como neste
ensemble nao ocorrem as flutuacoes de area lateral da membrana que ocorreriam
em uma membrana real, foram feitas simulacoes em que a area média por lipidio
foi mantida constante em diferentes valores, proximos ao encontrado experimen-
talmente (cerca de 65 A2 por lipidio) [117]. Deste modo, ¢ possivel verificar se
ocorrem diferencas significativas no comportamento da ATC no interior membra-
nar com efeitos de expansao e contracao da bicamada.

Os sistemas simulados contendo ATC neutra foram nomeados como A64, A68
e A73 e com a ATC na forma protonada, HA64, em que os valores numéricos
correspondem aos respectivos valores de area por lipidio fixados. Os sistemas
constituem-se de uma molécula de articaina, cerca de 4580 moléculas de agua
e uma bicamada formada por 126 lipidios POPC, pré-equilibrada por Tieleman
(http://moose.bio.ucalgary.ca). A Figura 4.1 mostra as dimensoes de uma caixa

de simulagdo de um sistema composto por uma bicamada de POPC (area média

37
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por lipidio de 64 AQ) em agua. Mais detalhes das simulacoes sao apresentados na

Tabela 4.1. As condigoes descitas na caixa de texto da Se¢ao 3.3.

Tabela 4.1. Breve descricio das simulacoes feitas neste trabalho. ATC corresponde
ao numero de moléculas de articaina presentes no sistema e tipo estereoisomérico (R ou S). Ny
e Npopc referem-se, respectivamente, ao namero de moléculas de 4gua e de POPC presentes. A
area por lipidio é dada em A? por lipidio e as simulagoes analisadas tem duracgao de tempo dada

em ns. Ny, € 0 nimero de simulagoes feitas com o sistema em diferentes configuracoes iniciais.

Sistema ATC Ny Npope A2/lip Ny Tempo (ns)

A64 1R 4580 126 64 ) 10-20

A68 IR 4586 126 68 3 10-20

AT3 1R 4586 126 73 1 10
HA64* 1R 4586 126 64 4 10-20

®Neste sistema estd presente um anion cloro para manter a neutralidade total.

A escolha do ensemble

Nas simulacoes de bicamadas fosfolipidicas, é conhecido o fato de que a com-
binacao do campo de forca CHARMM com o ensemble NPT gera valores muito
baixos de area superificial e propriedades tipicas da fase gel [118|. Entao, de modo
a mimetizar o estado fluido, biologicamente relevante, muitas simulagoes de mem-
branas modelo tém sido efetuadas com a aplicacao de uma tensao superficial ~
positiva (ensemble N PyT).

As bicamadas que sao estudadas experimentalmente sao capazes de ajustar a

area por lipidio de modo a atingir um minimo de energia livre e, assim,
(5G/5A)A:Aeq =77 = O

Entretanto, argumenta-se que as condigoes periodicas de contorno limitam as on-
dulacoes da bicamada e, assim, diferente de bicamadas macroscopicas, a tensao
superficial de um segmento microscopico de membrana nao é clara. Se é ou nao
apropriado aplicar uma tensao superficial em simulagoes de membranas ainda é
uma questao ainda em aberto. Nos entendemos que a escolha do ensemble deva
ser feita com base na tentativa de reproduzir as propriedades da bicamada em fase

fluida. A avaliacao do volume por lipidio, dos perfis de parametro de ordem e de
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Figura 4.1. Caixa de simulagio contendo 126 moléculas de POPC e 4600 de dgua. A
dgua esta representada em azul e os fosfolipidios, em verde-oliva. Uma molécula de dgua e outra
de POPC foram colocadas em evidéncia, com todos os dtomos que as constituem explicitos. As

dimensoes da caixa estao indicadas, assim como a drea média por lipidio.

densidade eletrénica para a membrana de dipalmitoil-fosfatidilcolina mostra, cla-
ramente, que o CHARMM cumpre muito melhor este requisito quando combinado
ao ensemble NP~T do que ao NPT, em que emprega-se um tensor de pressao
isotropico (a tensao superficial é nula) [119].

Uma alternativa a aplicar tensao superficial é fixar a variavel conjugada, ou
seja, a area superficial da membrana. Ha dois argumentos principais a favor de
optar por esta ultima. O primeiro deles é que a equilibragao do sistema é muito
mais rapida no ensemble NP,AT do que no NP~T, fato constatado neste traba-
lho e ja discutido previamente na referéncia [114| para o sistema constituido de
a-hélices em bicamadas. O outro argumento é que o calculo do virial torna-se
complicado pela presenca de forgas externas (empregadas nas simulages de ca-
minho induzido realizadas neste trabalho), resultando em um rapido aumento na
area superficial por lipidio. Esta é uma dificuldade conhecida em simulacées com
tensao superficial constante [120]. Considerando estes dois pontos, optou-se por

utilizar o ensemble N P,AT tanto em simulacoes de equilibrio quanto na dindmica
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molecular de caminho induzido.

4.2 Resultados

Em cinco das oito simulagoes de sistemas de ATC neutra em POPC (sistemas
A64, A68 e AT3), foi possivel observar a difusdo do farmaco para ao interior da
membrana. A Figura 4.2, mostra a trajetoria do centro de massa da ATC ao
longo do eixo z, normal & interface, para as simulagoes em que foi observada a
penetracao do composto na bicamada. No sistema A64, a difusao ocorreu em trés
das simulagoes, que sao identificadas como A64-1, A64-2 e A64-3. Em até 22 ns
de simulacao, em nenhum dos sistemas ocorreu difusao da ATC de volta ao meio
aquoso, tampouco houve eventos de transferéncia da ATC de uma camada lipidica
a outra por via hidrofébica. A simulacao A64-3 foi prolongada a 35 ns e, ainda
assim, estes eventos nio ocorreram. E bem evidente na Figura 4.2 que a ATC tende
a permanecer em uma mesma regiao relativa ao eixo perpendicular a superficie da
membrana, comum nestas simulacoes. Trabalhos de DM com outros anestésicos
locais evidenciam a difusao entre monocamadas em intervalos de tempo maiores
e/ou quando estao presentes muitas moléculas do farmaco no interior da membrana
[55, 121], 0 que aumenta a probabilidade de ocorréncia do evento e, ainda, a fluidez
e permeabilidade da membrana [44].

Nas simulacoes em que a ATC estava em seu estado protonado, nao houve
difusao da molécula para o interior da membrana, em até 22 ns de simulacao.
A partir da ultima configuragao obtida em A64-3, a ATC neutra no interior da
membrana foi ‘'manualmente’ protonada. Em HA64 (Figura 4.2), verifica-se que a
espécie protonada permance no limiar interfacial, em uma regiao mais exterior da
membrana do que a ATC neutra.

Os resultados descritos a seguir foram gerados a partir dos 6 tltimos nanosse-
gundos das simulagoes e referem-se a andlises de propriedades da ATC (na forma
neutra ou protonada) em sua posi¢ao de equilibrio na bicamada.

A ordem do sistema pode ser avaliada através do perfil de densidade eletronica
(PDE), um recurso muito utilizado na descri¢gao da organizagao estrutural de sis-
temas membranares e que pode ser obtido por experimentos de difracao de raios-X

e de néutrons [122|. Geralmente, calcula-se o PDE em fungao do eixo z (perpen-
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Figura 4.2. Trajetoria no eixo z (perpendicular & superficie da bicamada) do centro
de massa da ATC em relacao & posicao média dos atomos de fésforo das cabecas fosfolipidicas,
representdos por circulos em marrom. Os sistemas correspondentes as trajetérias sao identificados
na legenda. Em trés das simulagoes do sistema A64, houve difusdo da ATC para o interior da
membrana (A64-1, A64-2 e A64-3).

dicular & superficie da bicamada), com a origem do eixo localizada no centro da
bicamada, conforme esquematizado no topo da Figura 4.3. Basicamente, a anélise
consiste em calcular a média no tempo da densidade eletronica em pequenas fatias
de volume no eixo z, assumindo que em cada atomo concentra-se o numero de
elétrons igual ao nimero atomico do elemento quimico correspondente.

O PDE dos sistemas com ATC neutra é apresentado na Figura 4.3. Sao mos-
tradas apenas curvas de sistemas em que houve difusao da ATC para o interior
da bicamada. Como para o sistema A64 isso ocorreu em trés das cinco simulagoes
geradas, sao mostradas as curvas para ATC destes trés casos.

Observa-se na Figura 4.3 que, quanto maior a area lateral fixada, menor o
comprimento da caixa de simulacdo no eixo z e maior a densidade eletronica por
seccao volumétrica neste eixo. Esta relacao entre as dimensoes da caixa de simu-

lacao mostra como o sistema se ajusta de modo a manter a densidade total da
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Figura 4.3. Perfil de densidade eletronica dos sistemas A64 (linhas continuas), A68
(linhas tracejadas) e A73 (linhas pontilhadas) nas simula¢oes em que ocorreu a difusdo da ATC
para o interior membranar. As curvas correspondentes & ATC foram aumentadas em 24 vezes
para facilitar a visualizagdo. No topo da Figura esquematiza-se a posi¢do do eixo z na membrana,

definindo a origem do mesmo no centro da bicamada.

mistura. As distribuicoes de posi¢oes da ATC neutra ao longo das simulagoes sao
muito similares para os diferentes sistemas e verifica-se que ela localiza-se prefe-
rencialmente na interface 4gua/membrana, proxima as cabegas polares de POPC.
Mesmo a curva da ATC que teria difundido pela outra face da membrana (simu-
lagdo A64-2) poderia ser invertida no eixo z e se sobreporia muito bem as demais.
A curva de densidade eletronica da molécula de ATC referente a simulagao A64-1
aparece deslocada para a direita em relacao as demais, mas trata-se da simulacao
em que a ATC demorou mais tempo para penetrar a membrana, de acordo com a
Figura 4.2, sugerindo que ela nao alcancou sua posicao de equilibrio no interior da

membana no intervalo de simulagao analisado. Embora tenham sido empregadas
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condicoes de simulacao distintas, a posicao do pico do PDE da lidocaina e da pri-
locaina neutras em sistemas membranares simulados em outros trabalhos [55, 121]
¢ proxima ao encontrado para a ATC.

O perfil de densidade eletronica da ATC protonada na membrana confirma que
o farmaco localiza-se mais externamente na membrana em sua forma protonada do

que neutra (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Perfil de densidade eletronica dos sistemas A64-3 (linhas continuas) e
HAG64 (linhas tracejadas). As curvas correspondentes & ATC foram aumentadas em 24 vezes para

facilitar a visualizagao.

Daqui em diante as analises da ATC neutra no interior da membrana estao
restritas as simulagoes mais longas (A64-2 e A64-3), em que, supoe-se, o sistema
estd bem equilibrado para tal estado. Além disso, este sistema apresenta valor de
area por lipidio mais proximo do que é encontrado experimentalmente. Acompa-
nhando visualmente estas simulacoes, verificou-se que, pelo menos nos tltimos 10
ns, a ATC neutra aparece predominantemente na conformagao e posicao relativa a
membrana ilustrada na Figura 4.5 (quadro superior) com um snapshot da simula-
¢ao. O perfil de densidade eletronica para diferentes grupos da molécula, mostrado
na Figura 4.6 (a esquerda), confirma esta orientagao preferencial, em que o grupo

éster e a cadeia alifatica se posicionam voltados para o interior hidrofébico, pre-
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servando as interagoes entre dos grupos amida e amina da ATC com as cabecas
polares dos fosfolipidios. Neste grafico, o conjunto de &tomos da metila de C12 sao
chamados de Grupo 1 (G1) e o conjunto de a&tomos que compéem as metilas de C8
e C18, de Grupo 2 (G2).

Figura 4.5. Um instante entre os tltimos nanossegundos das simulagdes A64-3
(acima) e HA64 (abaixo). Os lipidios, em amarelo, tém suas cabecas polares representadas
com esferas e as caudas, com tragos. A 'nuvem’ em azul representa a dgua e a molécula de ATC

tem todos os seus atomos representados explicitamente.

A ATC na forma protonada, por outro lado, nao apresentou uma orientagao pre-
ferencial tao evidente nas simulag¢oes. Na Figura 4.6 (a direita), em que mostra-se
o perfil de densidade eletronica para diferentes conjuntos de &tomos do composto,
verifica-se que os picos se sobrepoem muito, o que indica que a molécula proto-
nada tem mobilidade maior do que a forma neutra, localizada numa regiao mais
profunda da bicamada. Entretanto, nota-se que a curva referente ao grupo assina-
lado como G2’, composto pelos atomos da metila do C8, encontra-se ligeiramente
deslocado para a direita em relagao aos demais. Ja o grupo de dtomos G4’, com-
posto por dtomos da metila do C18, tem o pico deslocado no sentido oposto. Isso

mostra que o grupo amina da ATC protonada permanece, em média, voltado para
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o exterior da bicamada, em concordancia com o que se visualiza através de uma
analise mais cautelosa da simulacao. Um instante da simulacao é mostrado na
Figura 4.5 (quadro inferior), em que a ATC carregada aparece os grupos tiofeno e
amida embebidos no interior membranar, enquanto a amina protonada encontra-se

voltada para o meio aquoso.
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Figura 4.6. Perfis de densidade eletronica de diferentes conjuntos de atomos presentes
nas moléculas de ATC neutra (painel & esquerda) e protonada (painel & direita). No interior dos
graficos, apresenta-se a estrutura molecular da espécie correspondente com os conjuntos de dtomos
assinalados. Assim, na espécie neutra, o grupo G1 é formado por d4tomos que compoem a metila
C12 e o grupo G2, pelos atomos que compoem as metilas C8 e C18. Na espécie carregada, o
grupo G1’ é formado pelo grupo metila C12, o grupo G2’, pela metila C8, o grupo G3’, por N15
e pelos atomos de hidrigénio a ele ligados e, finalmente, o grupo G4’ constitui-se de dtomos da
metila C18.

Para elucidar um pouco mais sobre as interacoes que estabilizam a forma como
a ATC se acomoda no interior da bicamada, foi analisada a estatistica de ligagoes
de hidrogénio da ATC com moléculas de dgua e de POPC. Consideraram-se liga-
coes de hidrogénio interacoes que satisfizessem as seguintes condicoes geométricas:

Distancia H—X menor do que 2,6 /ol, distancia X—Y menor do que 3,5 Aeo angulo
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X—YH abaixo de 30°, sendo X e Y atomos eletronegativos e X possui um par de
elétrons livres [123]. Neste trabalho, X e Y sdo atomos de oxigénio ou nitrogénio.
Verificou-se que, em cerca de 50 % dos ultimos 6 ns das simulacoes A64-2 e A64-3,
ocorreram interagoes via LH entre POPC e ATC na forma neutra, essencialmente
com a participagao de H15 da ATC e atomos de oxigénio das carbonilas dos gru-
pos éteres das cadeias graxas lipidicas. Ligacoes de hidrogénio intramoleculares
praticamente nao ocorrem quando a ATC esta no interior da membrana. O posici-
onamento interfacial da ATC também possibilita frequentes LH (cerca de 15 % do
intervalo de simulagao) com moléculas da dgua. Na Figura 4.5 é visivel que a ATC
permanece em contato com a agua, ilustrada como uma nuvem azul que penetra
o interior da membrana. Interacoes especificas com os lipidios e com a agua sao
representadas na Figura 4.7.

Nos tltimos 6 ns de simulagao do sistema HAG64, calculou-se que o composto
interage com moléculas de lipidio via LH durante 98 % deste intervalo de tempo.
Estas interagdes ocorrem principalmente entre H9 da ATC e dtomos de oxigénio
das carbonilas dos éteres nas cadeias acila lipidicas. Ocorrem interacoes do tipo
LH entre agua e a ATC protonada em 95 % do tempo, muito maior do que o valor
correspondente para a ATC neutra.

Os resultados obtidos das simulacoes quanto & posicao preferencial da ATC
neutra em membranas modelo estao em grande acordo com o que revelam os ex-
perimentos com estes sistemas. Song et al [59] j4 haviam observado através de
experimentos de RMN de solidos que a ATC neutra causa um grande distirbio no
empacotamento da regido polar da bicamada de DSPC (diestearoilfosfatidilcolina),
sugerindo ser esta a posicao preferencial da ATC na membrana. Os professores Le-
onardo F. Fraceto e Eneida de Paula fizeram experimentos de *H-RMN de ATC
neutra (pH—9,0) em lipossomas de fosfatidilcolina de ovo (EPC) para detectar a
localizacao preferencial da ATC nas bicamadas lipidicas. Para isso, foram deter-
minados valores de tempo de relaxacao longitudinal, T4, de diferentes regioes da
bicamada na auséncia e presenca do anestésico, ja que alteracoes em T, podem
estar relacionadas a localizagdo do AL na membrana [124]. Os valores obtidos sao
plotados no grafico da Figura 4.8, em que as moléculas de EPC sao representadas
de forma extendida, a partir dos dtomos de hidrogénio da cabeca polar aos das

cadeias acila.
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Figura 4.7. Representacio esquemética da posicio e conformacgio da ATC neutra no
interior membranar. Também sdo indicadas LH da ATC com POPC e com a agua, que ocorrem

frequentemente.

Os valores de T foram alterados, principalmente, para os atomos de hidrogénio
nas cabecas polares de moléculas de EPC. A diminuicao de Ty dos picos I, J e K
indica que os atomos de hidrogénio nas vizinhancas dos grupos fosfato e glicerol
tém a mobilidade restringida na presenca do anestésico. E possivel observar na
referéncia [124], que o perfil da curva é muito similar ao correspondente de ou-
tros AL do tipo amino-amida na forma neutra, a saber, lidocaina e mepivacaina.
Anestésicos mais hidrofébicos, como a etidocaina e a bupivacaina, inversamente,
causam o aumento na liberdade rotacional de 'H nesta regiao do lipidio [124]. Se-
gundo Fraceto e colaboradores, estes compostos inserem-se mais profundamente na
bicamada, o que perturba o empacotamento efetivo de moléculas de EPC e leva ao

aumento na mobilidade dos atomos de hidrogénio dos grupos colina e glicerol.

Também foram feitas medidas de T; para os atomos de hidrogénio da ATC
e verificou-se que houve reducao na mobilidade de todos eles no ambiente mem-

branar. Equivalentemente, a Figura 4.9 mostra, pela sobreposicao dos passos da
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Figura 4.8. Efeito da presenca de ATC no tempo de relaxagdo longitudinal, Ty, de
diferentes regides da bicamada de EPC & 30 °C (Dados de experimentos de 'H-RMN, fornecidos

pelos Professores Leonardo F. Fraceto e Eneida de Paula) .
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Figura 4.9. Sobreposigio das estruturas da ATC neutra em &gua (sistema RATC) e

no interior membranar (sistema A64-3).

trajetoria simulagao de ATC neutra em agua e no interior da membrana (sistemas
RATC e A64-3), que a ‘cauda’ da ATC em agua exibe maior liberdade do que

quando esta encontra-se no interior da membrana. As cargas parciais atomicas da

ATC utilizadas geram um momento de dipolo médio da molécula em agua de 4,0

D e no interior da membrana, de 2,6 D, o que indica que, no interior hidrofébico

da membrana, a conformacao prevalecente do anestésico estd de acordo com um

meio em que as interacoes nao sao predominantemente direcionais.



Capitulo 5

Estimativas Preliminares
de Energia Livre de

Particao

A determinacao de coeficientes de particao, P, de anestésicos em membranas
modelo ou em misturas de octanol/tampao é frequentemente eficaz para a predigao
da poténcia clinica destas drogas, ja que a lipossolubilidade determina o grau em
que elas penetram nas membranas das células nervosas. Além disso, este valor
serve como guia de experimentos e simulagoes, no momento em que se decide a
composicao do sistema em estudo quanto a razao entre moléculas de AL e lipidio.
A particao das espécies neutras e carregadas do anestésicos pode ser estudada por
diferentes métodos, como espectroscopias Opticas [46, 125, 126], microeletroforese
[127], dialise de equilibrio [128, 129] e depressdao na temperatura de transicao de
fases [130-132].

Por ser um farmaco de uso clinico relativamente recente, ainda h& poucos dados
experimentais acerca da lipossolubilidade da articaina, e alguns sao controversos.
Em particular, nao existem dados na literatura sobre a particao da ATC em sis-
temas membrana/agua. Simon et al [133] relatam que logP da ATC ¢é 1,23 em
pH 7,4 (octanol/tampao), enquanto que MacKenzie e Young informam que logP
¢ igual a 2,09, mas nao especifica as condigoes experimentais usadas [134]. No
laboratorio da Prof. Eneida de Paula, determinou-se que o logP da espécie neutra,
(octanol/tampao de pH 9,0, 25°C) é igual a 1,38. Ja Song et al [59] encontra-
ram um valor maior, 2,41, mesmo em condi¢oes similares (octanol/tampao pH
10.0). Observa-se, no entanto, que a maioria destes trabalhos nao especifica a tem-

peratura em que o experimento foi realizado, dado fundamental, uma vez que a

49
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particao de moléculas em fases é dependente da temperatura. Kaneshina e colabo-
radores [135] estudaram a dependéncia da particdo da dibucaina em membranas
DMPC com a temperatura, concentracao e pH da mistura. Demonstrou-se que a
constante de parti¢ao é especialmente influenciada pelo estado da membrana (gel,
liquido-cristalino, etc.).

Estudos de dinamica molecular podem contribuir com discussoes desta natu-
reza diretamente através de calculos de energia livre, com a vantagem de que as
simulacoes revelam os fatores moleculares que conduzem a particao do soluto entre
as fases. Muitos trabalhos foram dedicados ao calculo de logP de pequenos com-
postos organicos em misturas octanol/agua [136-140|. Entretanto, isto requer uma
amostragem muito ampla no espaco configuracional e, por isso, estes calculos sao
extremamente caros, principalmente para sistemas complexos, como os biomolecu-
lares. O aprimoramento da eficiéncia no calculo de energia livre ¢ um dos maiores
desafios atuais das simulagoes computacionais. Varios métodos sao baseados em
simulacoes de equilibrio ou quase-estaticas, tais como integragao termodinamica
e umbrella sampling. Mas, apds a descoberta da igualdade de Jarzynski [141], o
campo de métodos de calculos de energia livre extendeu-se a simulagoes de nao-
equilibrio como Steered Molecular Dynamics (ou Dinamica Molecular de Caminho
Induzido, DMCI).

Nas secoes seguintes, discute-se, brevemente, a teoria da igualdade de Jarzynski
aplicada a DMCI e os resultados obtidos a partir desta técnica aplicada a simulacoes
em que uma moléculade ATC neutra é extraida irreversivelmente de sua posi¢ao

de equilibrio no interior da membrana POPC para o meio aquoso.

5.1 Dinamica Molecular de Caminho Induzido acoplada a
Igualdade de Jarzynski

A técnica de dinamica molecular de caminho induzido (DMCI) visa acelerar um
processo de interesse que, de outro modo, seria muito lento ou de baixa ocorréncia.
Uma forca externa é aplicada a um sitio selecionado de modo a induzi-lo a tomar
um percurso relacionado ao fenomeno que se deseja estudar. Esta forca é derivada
de um potencial harmoénico. E como se prendéssemos o sitio escolhido a uma das

extremidades de uma mola virtual e, na outra extremidade, um Atomo virtual.
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Este atomo virtual é movido a velocidade constante e, entao, a forca entre ambos

¢ medida segundo

Fioe(t) = k(0t — AT), (5.1)
em que k é uma constante de forca, v é o vetor velocidade do atomo virtual e AZ
¢ o deslocamento deste em relagdo a sua posi¢ao inicial |[142]. A dire¢do em que
esta forca é aplicada é definida pelo vetor . O modulo deste vetor, assim como a
constante de forca k, sao parametros a serem ajustados pelo pesquisador. Quanto
menor |¥], mais lentamente a for¢a vai atuar e, deste modo, o ambiente em torno
do sitio induzido terd mais tempo para se acomodar a sua passagem. A constante
k, por sua vez, deve ser escolhida de forma que um pequeno deslocamento do sitio
puxado (1 ou 2 A) provoque uma reducao peceptivel na forca.

A forca possui a interessante propriedade de estar, a todo instante, sendo mo-
dulada pela resisténcia que o meio exerce ao movimento do sitio sendo puxado.
Isto ocorre porque, se o deslocamento do sitio é brusco, o termo Az aumenta rapi-
damente, fazendo com que a forca diminua. Por outro lado, se o sitio nao se move,
a componente vt garante que a forca vai aumentar até que a resisténcia do meio
seja vencida (a resisténcia esta geralmente associada as interagoes intermolecula-
res). O perfil da for¢a em fun¢ao do tempo de simulagao ou da distancia percorrida
permite encontrar correlacoes bastante claras entre instante de grande resisténcia
(maior forga) e as intera¢oes da molécula com o meio.

Vérios processos de nao-equilibrio sao rotineiramente estudados em simulacoes
computacionais através de DMCI, como, por exemplo, estiramento de fragmen-
tos protéicos ou a passagem de pequenas moléculas através de um canal. Além
disso, com a descoberta da igualdade de Jarzynki [141], simula¢oes de DMCI com
forca modulada podem ser utilizadas para a construcao de potenciais de forca mé-
dia (PFM) ao longo de caminhos de reagdo pré-determinados. A igualdade de
Jarzynski permite relacionar variacao de energia livre e o trabalho feito através
de um processo fora do equilibrio (Figura 5.1). Para a transformacao isotérmica-
isobérica entre dois estados de equilibrio de um sistema, o trabalho feito no sistema
durante a transformacao e a diferenca de energia livre de Gibbs entre os dois estados

satisfaz

(W) = 986 (5.2)
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em que = 1/kgT e W é o trabalho externo, calculado pela integral da for¢a num

caminho de reacao escolhido.

AG = Gg- Ga

Figura 5.1. A identidade de Jarzynski possibilita relacionar a diferenga de energia

livre entre dois estados termodinamicos a processos irreversiveis conectando estes estados.

Assim, realiza-se um conjunto de simulagao de DMCI ao longo desta coorde-
nada de reacao e computam-se os valores de trabalho W que entram no calculo da
média representada pela Equacao 5.2. Por ser uma grandeza de estado, AG nao de-
pende, evidentemente, do caminhho ou coordenadas de reacao, mas a convergéncia
numérica da Eq. 5.2, sim, pode depender fortemente de uma escolha conveniente
do caminho reacional ligando os estados termodinamicos inicial e final.

Dentre as aplicagoes do método de nao-equilibrio para o céalculo de energia
livre [143-150] uma das mais conhecidas consistiu no uso de simulac¢oes de dinamica
molecular de caminho induzido para derivar o perfil de energia livre que caracteriza
a condugao do glicerol no canal protéico aquaporina [151]. Este trabalho, de alta
demanda computacional, forneceu suporte tedrico para o mecanismo proposto para
o transporte do glicerol, através da indentificagao de sitios de ligacao, barreiras de
energia e uma passagem para o glicerol de baixa energia no canal.

Calculos de energia livre a partir de processos de nao-equilibrio sao, em geral,
extremamente desafiadores. A principal dificuldade encontrada no uso da igualdade
de Jarzynski é que a média exponencial {e=?") & dominada por valores pequenos
de trabalho, os quais ocorrem apenas raramente. Assim, uma estimativa razoavel
do PFM requer uma amostragem apropriada dessas trajetorias raras [152|. Uma
alternativa frequentemente empregada é o uso da expansao cumulante ao invés da
média exponencial. O logaritmo de uma média exponencial pode ser expandido

em termo de cumulantes,
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logle”) = (@) + 3((a™) — (@) + . (5.3)

Segundo o teorema de Marcinkiewicz |153], quando a distribuicao da variavel
x é uma gaussiana, todos os termos, menos os dois primeiros, desaparacem nesta
expansao. Usando a expansao 5.3 para a igualdade de Jarzynski, obtém-se

logle™™ ) = (W()) = S((W(1)*) — (W(1)") + ... (5.4)

Quando usamos esta formula aproximada, dois tipos de erros estao envolvidos:
o erro devido ao truncamento e o erro devido & amostragem insuficiente. Com o
uso da formula exata (Eq. 5.2) nao ha o erro devido ao truncamento, mas o erro
devido & amostragem é muito mais problematico devido a dificuldade em estimar a
média exponencial [150]. Entao, para amostragem limitada a formula aproximada

(Eq. 5.4) pode funcionar melhor do que a féormula exata.

5.2 A técnica aplicada ao sistema de articaina neutra em
membranas POPC

Além das simulagoes de equilibrio, simulagdes de DMCI também foram conduzidas
em sistemas contendo uma tnica molécula de articaina sendo extraida de sua po-
sicao de equilibrio no interior da membrana de POPC para a fase aquosa. Foram
aleatoriamente selecionadas 56 configuracoes dos tultimos 10 ns da simulacao A64-3.
Estas sao as configuragoes iniciais para as rodadas DMCI. As condig¢oes de simula-
¢ao (temperatura, pressao, passo de tempo, raio de corte, etc.) sdo as mesmas das
utilizadas nas simulac¢oes de equilibrio. Ao todo, foram produzidas 86 simulagoes
DMCI de 6 ns. A forca externa foi aplicada ao centro de massa da molécula de
articaina em direcdo ao meio aquoso, paralelamente & normal da bicamada. A
velocidade |7 (Equagio 5.1), foi atribuido o valor 3,33 x 1073 A /ps, escolhido com
base no trabalho de Vemperala et al|51] sobre halotano em bicamada lipidica. Este
valor é consideravelmente menor do que os utilizados em outras simulagoes DMCI,
como, por exemplo, da dissociacao da acetilcolina do sitio de ligacao do receptor
[149], dissociacao do acido retindico de seu receptor [154], extracao de lipidios de
membranas fosfolipidicas [155| e, indugao da passagem da progesterona em ciclo-

dextrina [143]. Com a velocidade escolhida, a ATC percorria aproximadamente 20
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A em dire¢ao ao meio aquoso.

Em 30 das simulagoes, foi atribuido valor 4,00 kcal /mol A a constante de forca
k. Nas demais, foi utilizado k — 10,00 kcal /mol /i, visando diminuir a flutuagao
do trabalho para as diferentes trajetorias [150].

A Figura 5.2 mostra o perfil da forca externa de simulacoes em que varia-se a
configuracao inicial e/ou a constante de forga. As diferentes configuragoes iniciais
sao identificadas como S1, S2, S3,..., S56. No percurso da ATC do meio lipidico para
0 meio aquoso ocorrem intervalos em que o deslocamento da molécula é mais lento
(perfil da for¢a tem inclinagao positiva) e outros em que é mais rapido (inclinagao
negativa do perfil de for¢a). O aumento na forga ocorre devido a estabilizagao da
ATC em determinada posi¢ao por interagoes com os lipidios da bicamada. Quando
a ATC avanca para o meio aquoso a resisténcia que o meio impoe torna-se uniforme
e a forca aplicada varia ao redor de zero. Conforme observa-se nesta Figura, valores

maiores da constante de forca implicam em flutuagoes maiores da forga externa.
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200
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-400
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Figura 5.2. Perfis de for¢a das simulacdes cujas configuragoes iniciais sdo S1 ou S2.

As curvas de trabalho em funcao do deslocamento da mola sao apresentadas na

Figura 5.3. Comparando as curvas originadas de trajetorias de mesma configura-
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¢ao inicial (S1 ou S2), verifica-se que a magnitude de k influencia muito no perfil
energético do processo. O valor do trabalho final de S1, por exemplo, decresceu
aproximadamente 14 kcal /mol com o aumento de k, o que descarta completamente
a possibilidade de atribuir a diferenca a flutuacoes térmicas. Em destaque, a curva
em vermelho (painel superior) mostra um processo que se inicia com bastante
facilidade (requer pouca energia) mas, que em seu decorrer, passa a tornar-se di-
ficultoso. Isto demonstra que, neste sistema, nao ha como prever a magnitude do
trabalho total a partir de condigGes iniciais como posi¢ao da ATC na membrana e

suas interacoes com o meio.

35 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
30
25

20

Trabalho (kcal/mol)

T L L L L

Trabalho (kcal/mol)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Deslocamento (A)

Figura 5.3. Curvas de trabalho em fungio do deslocamento da ATC neutra em sua
extracao do interior da membrana POPC. As curvas no painel superior foram geradas utilizando
k=4,0 kcal /mol A e as do painel inferior, utilizando k—10,0 kcal /mol A. Algumas curvas estao

em destaque para serem comentadas no texto.

A partir das trajetorias geradas para k=10,0 kcal/mol fi, foram aplicados os
métodos de média exponencial e expansao cumulante para a determinacao do po-
tencial de for¢a média (Figura 5.4). No histograma da Figura 5.5, verifica-se que
a distribuicao trabalho nas simulacoes DMCI nao tem a forma gaussiana. Deste
modo, o tratamento dos dados a partir da aproximacao da expansao cumulante
nao é apropriado. Visivelmente, a curva PFM obtida por média exponencial (linha

preta, Figura 5.4) tem em seu formato a influéncia predominante de curvas de
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menor trabalho para dado deslocamento. Uma curva de trabalho importante neste

aspecto ¢ a S2 da Figura 5.3 (painel inferior) .

PFM (kcal/mol)
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Deslocamento (A)

Figura 5.4. Curvas de potencial de forca média obtidas através da férmula exata de

Jarzynski e da aproximagao desta por expansao cumulante.
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Figura 5.5. Histograma da frequéncia de valores de trabalho total nas simulagoes DMCL

O perfil PFM confirma a tendéncia do AL a se localizar na complexa regiao in-

terfacial entre as fases lipidica e aquosa. Vemperala e colaboradores [51] utilizaram

esta metodologia para sugerir o PFM da extracao do anestésico volatil halotano de

membranas DOPC. O valor final encontrado de energia livre de particao da ATC

(8 kcal/mol) através da aplicacdo direta da igualdade de Jarzynski é proximo ao

encontrado para o halotano («5 kcal/mol). Uma estimativa preliminar do coefi-
ciente de particdo da ATC neutra em membranas POPC a T—310 K (37 °C) &

obtida através de

AG

(5.5)
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em que kp é a constante de Boltzmann e K (ou P), a constante de particao.
Aplicando esta equagao, chega-se que P 284.680, ou logP 5,45. Kaneshina e
colaboradores obtiveram experimentalmente o logP da dibucaina em membranas
DMPC em diferentes temperaturas [135]. Na mais alta delas, 28 °C, determinou-se
P« 38.000 e logP = 4, 58.
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Conclusoes

As membranas sao estruturas de grande importancia biolégica e vém sendo
amplamente estudadas por técnicas experimentais e, mais recentemente, por téc-
nicas de simulacao computacional, dado o aumento da capacidade computacional
e o desenvolvimento de novas técnicas de DM. No contexto farmacoldgico, um dos
temas muito estudados é o comportamento e efeitos de anestésicos em biomem-
branas. Busca-se esclarecer o mecanismo de agao que leva a anestesia, melhorar
a eficacia e minimizar efeitos colaterais destas substancias. O foco neste trabalho
de DM é o anestésico local de uso dermato-odontologico, articaina, e o estudo de
seu comportamento e interagoes especificas no interior de bicamadas modelo de
POPC.

Para o conhecimento das interacoes atomicas, que determinam a trajetoria das
particulas na simulacao, a ATC foi parametrizada segundo o modelo classico usu-
almente empregado em campos de forca 2.12-2.17. Para tanto, foram considerados
os estados de ionizacgao e estereoisomeria do composto. As cargas foram calcula-
das com Hartree-Fock Restrito para estruturas, otimizadas usando um funcional
de densidade e um modelo polarizavel continuo para a agua. Os parametros de
Lennard-Jones, estiramento de ligacao e deformacao angular sao muito bem trans-
feriveis e, portanto, foram buscados no campo de forca CHARMMZ27 [89, 90] a
partir de consideracoes quimicas, como grau de hibridizagao e eletronegatividade
dos atomos vizinhos. Ja parametros diedrais apropriados nao sao tao facilmente

encontrados em um campo de for¢a para uma molécula arbitraria e alguns diédros

59
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da ATC tiveram que ser parametrizados. Para isso, as curvas de energia potencial
destas torcoes, tracadas a partir de sucessivos calculos de estrutura eletronica, fo-
ram ajustadas ao modelo classico de potencial diedral 2.14. Com o novo conjunto
de parametros atribuido a ATC, a conformacao no minimo da superficie de po-
tencial classico é sobreponivel & estrutura otimizada quanticamente. Além disso,
verificou-se que a estrutura média obtida a partir de simula¢ées de ATC em solu-
¢ao aquosa diluida ¢ muito similar a obtida via otimizagao geométrica utilizando
métodos de Quimica Quantica.

Foram feitas varias simulacoes com a ATC inicialmente posicionada no meio
aquoso, na presenca da bicamada de POPC. Foi observada a difusao espontanea da
ATC neutra para o interior da membrana de POPC, onde posiciona-se na regiao
interfacial e interage frequentemente via LH com moléculas de POPC. De um modo
geral, estas interacoes envolvem o hidrogénio da amina do anestésico e um oxigénio
de éster nas proximidades do grupo glicerol dos lipidios. Ocasionalmente, também
ocorrem LH com as moléculas de agua que hidratam as cabegas polares lipidicas.
Nossos resultados quanto ao posicionamento preferencial da ATC na bicamada
estao em grande concordanica com dados de tempo de relaxagao longitudinal de
diferentes regioes dos lipidios, obtidos de experimentos de 'H-RMN. As andlises de
perfil de densidade eletronica do sistema membranar e perfil de T para atomos
de hidrogénio dos lipidios da membrana na presenca de ATC colocam em cheque
a suposicao de que, devido a presenca do anel tiofeno ao invés do anel benzénico,
a ATC encontra-se entre os AL mais hidrofobicos.

A forma carregada da ATC nao se inseriu na membrana espontaneamente nas
simulagoes conduzidas. Entao, foi produzida uma tnica simulagao com a ATC
carregada inicialmente posicionada no interior membranar, de acordo com a posigao
de equilibrio encontrada para a espécie neutra. Em concordancia com trabalhos
anteriores [46], verificou-se que a espécie protonada situa-se mais externamente na
membrana do que a espécie neutra. Em grande parte do tempo de simulacao, a
amina protonada encontra-se voltada para o meio aquoso da interface, enquanto
que os grupos aroméatico e amida permanecem imersos no interior membranar.
De fato, ocorrem ligacoes de hidrogénio com a agua em quase todo o tempo de
simulacao.

O estudo da particao de anestésicos em membranas ¢ de grande utilidade, dado
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que a capacidade de inserir-se no interior lipidico é geralmente correlacionada a
poténcia do anestésico [4]. Para a ATC, os dados sobre isto encontrados na litera-
tura sao escassos e, algumas vezes, imprecisos. Visando contribuir com a discussao
sobre a afinidade da ATC pelo ambiente membranar, aplicou-se a igualdade de
Jarzynski a simulacoes de dinamica molecular de caminho induzido para obtenc¢ao
de uma estimativa preliminar da energia livre de particao da ATC em membranas
POPC na fase fluido lamelar. Foram produzidas mais de 80 simulagoes em que a
ATC neutra é extraida da membrana para o meio aquoso. Verificou-se que a inte-
racao com os lipidios da membrana sao de grande importancia para a estabilizagao
da ATC em diferentes etapas do processo. Pela aplicagao da média exponencial
(Equacgao 5.2) a dezenas de curvas de trabalho, estima-se que AG « 8 kcal/mol, o

que implica no coeficiente de particao da ATC de - 5,5.

Perspectivas

Propriedades como hidrofobicidade e volume molecular sao determinantes na lo-
calizacdo preferencial dos anestésicos locais nas membranas fosfolipidicas. E de
grande importancia o estudo da posicao e orientacao predominantes dos AL no
meio lipidico, ja que as alteracoes nas propriedades da membrana dependem des-
tes fatores. Além disso, propde-se que o acesso do AL ao(s) sitio(s) de ligacao de
espécies neutras no canal de sodio voltagem-dependente seja modulado pela forma
na qual os anestésicos se distribuem na membrana [44].

Deste modo, estudos futuros sobre a interacao da articaina com o canal de s6dio
voltagem-dependente sao encorajados para que, em conjunto os novos resultados
acerca de propriedades dos sistemas de ATC em membranas modelo, seja possivel
uma maior compreensao do mecanismo de acao e das propriedades clinicas deste
anestésico.

Nos proximos meses nos dedicaremos a publicacao dos parametros de campo
de forca atribuidos a articaina neutra e manteremos a cooperagao com 0s grupos
experimentais da Prof. Eneida e do Prof. Leonardo. Ja estao em andamento
outros experimentos que podem ser uteis no esclarecimento de propriedades da
ATC no meio membranar. Por exemplo, propoe-se que, através de experimentos

de 'H-ROESY seja possivel a identificacao dos principais sitios de interagao entre
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ATC e lipidios. Além disso, planeja-se avancar nos estudos com o composto em
sua forma carregada.

Finalmente, sugere-se que se prossigam os estudos relacionados a particao do
anestésico na membrana. A utilizacao de um método alternativo para o calculo
de energia livre tem sido investigada, para que sejam comparados desempenho e

estimativas das diferentes técnicas.
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Apéndice A
Arquivo de Parametros

Articaina

*%xx CHARMM parameter file for articaine. *x*x*

BONDS
!

'V (bond) = Kb(b - b0)*x*2
!

'Kb: kcal/mole/Ax*2
'v0: A

!

tatom type Kb b0

!

OBL CL 750.0 1.217
CL OSL 150.0 1.352
OSL CT3 340.0 1.432
CT3 H 322.0 1.091
NH1 HP 440.0 1.020
NH1 C 370.0 1.376

C 0 620.0 1.216

C CT1 250.0 1.547
CT1 HB 330.0 1.097
CT1 CT3 222.5 1.537
CT1 NH2 200.0 1.465
NH2 HP 480.0 1.013
NH2 CT2 200.0 1.468
CT2 H 309.0 1.099
CT2 CT2 222.5 1.529
CT2 H 309.0 1.096

75

da
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CT2 CL3 222.5 1.531
CL3 H 322.0 1.094
CA CA 305.0 1.399
CA SS 300.0 1.732
CA CT3 230.0 1.502
CA HA 340.0 1.080
CA CL 270.0 1.457
CA NH1 400.0 1.400
NH2 HC 403.0 1.040

ANGLES
!

!V(angle) = Ktheta(Theta - Thetal) **2
!

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

!

'atom types Ktheta ThetaO Kub SO
!

CA CT3 H 49.3 110.7

CA CA NH1 60.0 123.6

CA CA CA 40.0 111.7

CA CA SS 60.0 113.0

CA CA HA 30.0 126.3

CA SS CA 80.0 90.6

CA CA CT3 45.8 124.6

SS CA CL 80.0 122.1

CA CL 0OSL 65.0 112.1

CA CL OBL 80.0 125.0

CL OSL CT3 40.0 115.8

CL CA CA 45.8 126.3

0SL CT3 H 60.0 108.8

NH1 C CT1 80.0 113.4

NH1 C 0 80.0 125.1

C CT1 NH2 43.7 111.8

C CT1 CT3 52.0 110.3

C CT1 HB 50.0 103.4

C NH1 CA 145.0 126.7

0 C CT1 80.0 121.4



7

O0BL CL OSL 90.0 122.9
CT1 CT3 H 33.43 110.5
CT1 NH2 CT2 50.0 117.6
CT1 NH2 HP 40.4 110.2
CT1 NH2 HC 30.0 109.5
NH2 CT2 H 38.0 110.5
NH2 CT2 CT2 70.0 110.7
CT2 CT2 CL3 58.0 112.8
CT2 CT2 H 26.5 108.8
CT3 CT1 NH2 70.0 117.0
HA CA SS 45.0 119.3

H CT3 H 35.5 107.3

HP NH1 CA 25.0 116.3
HP NH1 C 34.0 113.6

HB CT1 NH2 51.5 105.6
HB CT1 CT3 35.0 107.6
HP NH2 CT2 35.0 110.2
H CT2 H 35.5 106.6

H CT2 CT2 26.5 109.3
CL3 CT2 H 34.6 109.9

H CT2 H 35.5 106.3

H CL3 H 35.5 107.6

CT2 CL3 H 34.6 111.3
CT2 CT2 H 26.5 109.2
HC NH2 HC 44.0 109.5
HC NH2 CT2 30.0 109.5

DIHEDRALS
!

'V(dihedral) = Kchi(l + cos(n(chi) - delta))
!

'Kchi: kcal/mole

'n: multiplicity

!delta: degrees

]

'atom types Kchi n delta
]

! RING DIHEDRALS
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CA CA CA SS 10.00 2 180.0
SS CA CA CT3 3.00 2 180.0
CA CA CA HA 2.00 2 180.0
CT3 CA CA HA 1.00 2 180.0

CA SS CA HA 2.00 2 180.0
CA CA SS CA 10.00 2 180.0

CA SS CA CL 5.00 2 180.0
RCA CA SS CA 10.00 2 180.0

CA CA CA SS 10.00 2 180.0
CA CA CA CL 5.00 2 180.0
CL CA CA NH1 3.00 2 180.0
SS CA CA NH1 3.00 2 180.0

CA CA CA CT3 2.00 2 180.0
CA CA CA CA 10.00 2 180.0
CA CA CA NH1 3.00 2 180.0
NH1 CA CA CT3 2.00 2 180.0

CA CA CT3 H 0.20 6 0.0

! ESTER DIHEDRALS

! Calculated "T1"

SS CA CL OBL 1.25 1 180.0
SS CA CL OBL -1.11 2 0.0

SS CA CL OSL 1.25 1 180.0
SS CA CL OSL -1.11 2 0.0

CA CA CL OSL 1.25 1 180.0
CA CACLOSL -1.11 2 0.0

CA CA CL OBL 1.25 1 180.0
CA CACLOBL -1.11 2 0.0
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CA CL OSL CT3 1.33 1 0.0
CA CL OSL CT3 2.29 2 180.0
CT3 OSL CL OBL 1.33 1 0.0
CT3 OSL CL OBL 2.29 2 180.0

CL OSL CT3 H 0.00 1 180.0

! "TAIL"DIHEDRALS

! Calculated "T2"

CA CA NH1 HP -0.78 2 0.0
CA CA NH1 HP 0.11 3 0.0
CA CA NH1 HP 0.77 1 0.0
CA CA NH1 C -0.78 2 0.0
CA CA NH1 C 0.11 3 0.0
CA CA NH1 C 0.77 1 0.0

CA NH1 C 0 2.50 2 180.0
CA NH1 C CT1 2.50 2 180.0
0 C NH1 HP 2.50 2 180.0
CT1 C NH1 HP 2.50 2 180.0

NH1 C CT1 HB 0.00 1 0.0
NH1 C CT1 CT3 0.00 1 180.0
0 C CT1 HB 0.00 1 0.0

0 C CT1 CT3 1.40 1 180.0
NH1 C CT1 NH2 0.60 1 180.0
0 C CT1 NH2 0.00 1 180.0

X RCT1 RCT3 X 0.20 3 0.0

! Calculated "T4".

CT1 NH2 CT2 H -0.138 1 0.0
CT1 NH2 CT2 H -0.063 2 180.0
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CT1 NH2 CT2 H 0.15 3 0.0

CT2 CT2 NH2 HP -0.138 1 0.0
CT2 CT2 NH2 HP -0.063 2 180.0
CT2 CT2 NH2 HP 0.15 3 0.0

H CT2 NH2 HP -0.138 1 0.0

H CT2 NH2 HP -0.063 2 180.0

H CT2 NH2 HP 0.1 3 0.0

CT1 NH2 CT2 CT2 -0.138 1 0.0
CT1 NH2 CT2 CT2 -0.063 2 180.0
CT1 NH2 CT2 CT2 0.732 3 0.0
CT2 CT2 NH3 HC -0.138 1 0.0
CT2 CT2 NH3 HC -0.063 2 180.0
CT2 CT2 NH3 HC 0.15 3 0.0

H CT2 NH2 HC -0.138 1 0.0

H CT2 NH2 HC -0.063 2 180.0

H CT2 NH2 HC 0.1 3 0.0

! Calucluated "T3"
CT1 NH2 HP -0.092 1 0.0
CT1 NH2 HP -0.042 2 180.0

C

C

C CT1 NH2 HP 0.12 3 0.0

C CT1 NH2 CT2 -0.092 1 0.0

C CT1 NH2 CT2 -0.042 2 180.0
C CT1 NH2 CT2 0.524 3 0.0

CT2 NH2 CT1 HB -0.092 1 0.0
CT2 NH2 CT1 HB -0.042 2 180.0
CT2 NH2 CT1 HB 0.12 3 0.0

HP NH2 CT1 HB -0.092 1 0.0

HP NH2 CT1 HB -0.042 2 180.0
HP NH2 CT1 HB 0.1 3 0.0

CT2 NH2 CT1 CT3 -0.092 1 0.0
CT2 NH2 CT1 CT3 -0.042 2 180.0
CT2 NH2 CT1 CT3 0.15 3 0.0
CT3 CT1 NH2 HP -0.092 1 0.0
CT3 CT1 NH2 HP -0.042 2 180.0
CT3 CT1 NH2 HP 0.12 3 0.0
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NH2 CT2 CT2 CL3 0.0 6 180.0
NH2 CT2 CT2 H 0.195 3 0.0

H CT2 CT2 H 0.195 3 0.0

CL3 CT2 CT2 H 0.195 3 0.0

CT2 CT2 CL3 H 0.16 3 0.0
H CT2 CL3 H 0.16 3 0.0

IMPROPER

!

'V(improper) = Kpsi(psi - psiO)**2
!

'Kpsi: kcal/mole/radx*2

!'psiO: degrees

'note that the second column of numbers (0) is ignored
!

'atom types Kpsi psiO

!

OBL X X CL 100.00 0 0.00

NH1 X X HP 20.00 0 0.00

0 X X C 120.00 0 0.00

NONBONDED nbxmod 5 atom cdiel shift vatom vdistance vswitch -
cutnb 14.0 ctofnb 12.0 ctonnb 10.0 eps 1.0 eld4fac 1.0 wmin 1.5
'adm jr., 5/08/91, suggested cutoff scheme

1

'V(Lennard-Jones) = Eps,i,j[(Rmin,i,j/ri,j)**12 - 2(Bmin,i,j/ri,j)**6]
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!epsilon: kcal/mole, Eps,i,j = sqrt(eps,i * eps,j)
'Rmin/2: A, Rmin,i,j = Rmin/2,i + Rmin/2,j

!

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

!carbons

CL 0.000000 -0.070000 2.000000

0SL 0.000000 -0.152100 1.770000

CT3 0.000000 -0.078000 2.040000 0.000000 -0.010000 1.900000
NH1 0.000000 -0.200000 1.850000 0.000000 -0.200000 1.550000
NH2 0.000000 -0.200000 1.850000

C 0.000000 -0.110000 2.000000

CA 0.000000 -0.070000 1.992400

0 0.000000 -0.120000 1.700000 0.000000 -0.120000 1.400000
0BL 0.000000 -0.120000 1.700000 0.000000 -0.120000 1.400000
CT1 0.000000 -0.020000 2.275000 0.000000 -0.010000 1.900000
CT2 0.000000 -0.056000 2.010000 0.000000 -0.010000 1.900000
CT2 0.000000 -0.056000 2.010000 0.000000 -0.010000 1.900000
CL3 0.000000 -0.078000 2.040000 0.000000 -0.010000 1.900000
H 0.000000 -0.022000 1.320000

HP 0.000000 -0.046000 0.224500

SS 0.000000 -0.450000 2.000000

HB 0.000000 -0.022000 1.320000

HA 0.000000 -0.030000 1.358200 0.000000 -0.030000 1.358200
HC 0.000000 -0.046000 0.224500



