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Abstract

The Gradient Pattern Analysis (GPA) methodology
was applied for the first time in molecular systems (using
the Fujiwara-Sato model) in order to characterize small
symmetry breaking and phase disorder imposed by
thermal fluctuations.

In this work we characterize, by means of GPA, the
spatio-temporal relaxation of a system composed by short
molecular chains, as well as, the influence of the thermal
bath in this regime. We also make a discussion about
GPA sensibility in describing a gravitational potential
influence on biomolecular systems, which is important
due to the possibility of performing molecular experi-
ments under dynamic microgravity condition.

Resumo

A Analise de Padroes Gradientes (Gradient Pattern
Analysis - GPA) foi aplicada pela primeira vez em
sistemas moleculares (usando o modelo de Fujiwara-
Sato) com o objetivo de caracterizar pequenas quebras de
simetria e desordem de fase impostas por flutuagoes
térmicas.

Nesse trabalho caracterizamos, por meio da GPA, a
relaxa¢do espaco-temporal de um sistema de pequenas
cadeias moleculares, assim como, a influéncia da tempe-

ratura do banho nesse regime. Também fazemos uma
discussdo da sensibilidade da GPA em caracterizar a
influéncia de um potencial gravitacional em sistemas
biomoleculares, o que ¢ importante devido a possibi-
lidade de se realizar experimentos moleculares em
condi¢ées de microgravidade dindmica.

1. Introducao

Muitos sistemas macroscopicos podem ser levados
para fora do equilibrio pela imposi¢do de um gradiente
espago-temporal (temperatura, velocidade etc.). A forma-
¢do de padrdes de estruturas complexas em condicdes fora
do equilibrio tem sido o objeto de numerosos estudos
experimentais e tedricos [12]. Assim, a caracterizagdo
quantitativa de padrdes espago-temporais ¢ essencial para
o entendimento desses fendmenos.

A técnica conhecida como GPA [6-9] foi desenvolvida
no INPE, com o objetivo de caracterizar regimes comple-
xo0s no dominio espacgo-temporal e tem aplicabilidade na
caracterizagdo desses padrdes em plasmas, mapeamentos
de grade acoplada, processos moleculares, fluidos
reativos-difusivos, materiais semi-condutores, diagndstico
médico por imagens, bem como em outras areas
relacionadas com sistemas de informagdo e tomada de
decisdes. Essa técnica é capaz de caracterizar a formagao



e evolugdo de padrdes através das correlagdes espago-
temporais entre as amplitudes das flutuagdes em pequenas
e largas escalas (gradientes de flutuagdo da energia). Seu
desempenho ¢ discutido para caracterizar a emergéncia de
padrdes ordenados a partir de padrdes iniciais totalmente
desordenados: um regime macroscopico usualmente
chamado de Relaxag@o Espago-Temporal.

Nesse trabalho analisamos a Relaxagdo Espaco-
Temporal em sistemas biomoleculares (modelo de Fuji-
wara-Sato), além de discutirmos a adi¢@o de um potencial
devido a condi¢des de microgravidade (Protease do HIV).
Assim, nas se¢des 2 e 3 s@o apresentados os modelos de
dados utilizados nas analises, o0 Modelo de Fujiwara-Sato
e a Protease do HIV, respectivamente. A se¢do 4 apresen-
ta a técnica empregada na analise. Finalmente, na secdo 5
sdo apresentados resultados preliminares e conclusoes.

2. O Modelo de Fujiwara-Sato

O modelo de Fujiwara-Sato consiste de uma seqiiéncia
de 100 cadeias de 20 elementos CH, cada uma, cujos
elementos interagem entre si por meio de potenciais
ligados. J4 as cadeias interagem entre si por meio de
potenciais ndo-ligados. Os potenciais ligados sdo os
potenciais de estiramento, dobramento ¢ de torg¢do. Os
potenciais ndo-ligados sdo devidos a forca molecular de
Van der Waals modelada pelo potencial de Lennard-
Jones. O sistema interage, principalmente devido ao
potencial de Lennard-Jones e as flutuacdes térmicas
decorrentes do acoplamento de temperatura a que as
moléculas estdo submetidas (400K e 440K). Mais
detalhes sobre o sistema sdo dados por Fujiwara et al [2,
3,5].

Baseado na interacdo do sistema, o tempo médio de
oscilac@o, isto €, a flutuacdo local do sistema imposta pelo
potencial total, € dado por t;; = 2r [(I / ki,j))m + Ajj], com
Aij =R . kjj, em que I € o momento de inércia do sistema,
kij sdo os termos do potencial de Lennard-Jones e A;; é
um termo local relacionado as flutuagdes da rigidez (R)
das cadeias.

A Figura 1 mostra um exemplo da evolucido temporal
do sistema, para uma temperatura T = 400 K. E possivel
observar que, no inicio, a configurag¢do espaco-temporal é
desordenada e, com a evolugdo do sistema, estruturas
ordenadas sdo observadas em varias posi¢des, tendendo a
padrdes bem ordenados no final.

S
Figura 1: Configuracio espaco-temporal, visualizada
de cima da estrutura, de 100 pequenas cadeias para
T=400K em varios instantes de tempo (t =1, 200, 300 e

2000 ps).

Esse regime de relaxacdo espago-temporal em trés
dimensdes pode ser bem caracterizado em duas
dimensoes através da extracdo de secdes transversais
centrais do sistema, em intervalos de tempo igualmente
espagados, o que pode ser visualizado pela Figura 2.
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Figura 2: (a) Interacées 3D das cadeias de CH,, (b)
Uma secio transversal - 2D - do modelo, (¢) Campo de
flutuagdes da rigidez das cadeias (valores de A;; em z)

3. A Protease do HIV

Considerando o potencial gravitacional, estamos
analisando simula¢des de Dindmica Molecular (MD —
Molecular Dynamics). O novo biossistema em investiga-
¢do é a protease do HIV tipo 1 complexada com o
inibidor Saquinavir (c6digo PDB 1HXB [4]), um
homodimero com 99 residuos de aminoacidos, crucial
para o ciclo de vida do HIV (http://www.hopkins-aids.edu
/hivlifecycle/HIVCycle.swf). Estdo sendo utilizados dois
casos simulados usando ions com cargas opostas para
neutralizar a carga total, com aplicagdo de PME [1] para
tratar as interagdes eletrostaticas de longa distancia. Os
dois casos sdo idénticos, exceto pelo fato de o segundo ter
um potencial simulando a atragdo gravitacional da Terra.



Assim, a aceleracdo de 10 m/s* (10 nm/ps?) foi aplicada
em um dos eixos coordenados (y). Esses sistemas sdo
compostos de aproximadamente 40 mil atomos: protease
complexada com Saquinavir e moléculas de agua (solven-
te) e, ainda, com ions (Cl'), em uma caixa com condigdes
de contorno periddicas. O campo de forga empregado é o
do GROMOS96 [11] e a dinamica foi executada com o
programa de MD GROMACS [10], de cujos resultados
sao extraidos os dados para analise com a GPA.

Usualmente a MD ndo considera a for¢a gravitacional,
uma vez que o tempo envolvido nessas simulagdes ¢ da
ordem de nanossegundos, ou seja, muito pequeno para
detectar qualquer efeito em um sistema molecular. No
entanto, como existem muitas questdes sobre o fato de
como a gravidade pode interferir em sistemas biologicos,
de moléculas a células e até mesmo no ser humano —
http://fundamentalbiology.arc.nasa.gov/PO/PObody.html,
¢ importante investigar, utilizando uma analise de alta
sensibilidade como a GPA, a acdo da gravidade em um
biossistema.

4. Metodologia: Analise de Padroées

Gradientes (GPA)

Um padrido espacialmente gerado em duas dimensdes

(x, y) é representado pela matriz das amplitudes
M=cr"{M(1,1),..., M(ij), ..., M| ij eleM e %),
essencialmente uma grade quadrada, £, se as duas dimen-

sOes espaciais, x e y, estdo discretizadas em /x ¢ pixels,

comi=1.. Zej=1,..., / Assim, uma sucessdo dina-

mica de N grades, Ly, L, ..., Ly, estd relacionada a
visualizacdo da evolugdo temporal de um envelope de
amplitude M,,,= E(x, y, 1).

Usualmente, cada intensidade da amplitude E(i, j),
representa uma medida local de energia espacialmente
distribuida (s@o exemplos a velocidade relativa, a taxa de
concentragdo, etc.). A flutuac@o espacial do padrao global
E(x, y), para um dado instante ¢, pode ser caracterizado
através do campo vetorial gradiente G, = V[E(x, y)],. A
flutuacdo espacial local, entre um par instantineo de
intensidades, pertencentes ao padrdo global, é caracteri-
zada por seu vetor gradiente, definido entre cada par de
pontos da grade bi-dimensional. Nesta representacdo, os
valores relativos entre as amplitudes (que determinam a
norma e a orientacdo de cada vetor) sdo dinamicamente
mais relevantes do que os seus valores absolutos.

Dentro do formalismo GPA, um campo vetorial
gradiente G, = V]E(x, y)],, composto por V vetores r,
onde cada vetor r;j, localizado na posigédo (i,j) do campo
gradiente, € caracterizado por sua norma e fase (r; =
(r,¢)). Entao, um dado campo escalar de valores absolutos
pode ser representado por um campo gradiente das
flutuacdes das amplitudes locais e, esse campo gradiente,
pode ser representado por um par de matrizes, uma das

normas e a outra das fases. Uma representacdo subse-
quente € dada por uma matriz complexa, onde cada
elemento € um niimero complexo z;;, representando cada
vetor do padrio gradiente. Assim, um dado campo escalar
matricial pode ser representado como a composicao de
quatro momentos gradientes: g;, representacdo global da
distribuicdo vetorial; g,, representacdo global das normas;
g3, representacdo global das fases e gy, representagdo
complexa global do padrio gradiente (Figura 3).
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Figura 3: Representacio esquematica da Anadlise de
Padroes Gradientes de um campo escalar matricial:
(a) um campo escalar arbitrario normalizado; (b) o
correspondente padrao gradiente da amplitude das
flutuacdes; (c) a norma e a fase das flutuagoes; (d)
representacio complexa das flutuacdes.

Para a extracdo desses momentos sdo utilizados
operadores computacionais. Assim, o operador AAF
(Asymmetric Amplitude Fragmentation) [7-9] baseado nas
assimetrias dos vetores do campo gradiente ¢ utilizado
para calcular o valor do momento g;. O momento g, (g
e ¢g,), é calculado pelo operador computacional CEF
(Complex Entropic Form) [6] e os momentos g, ¢ g; ainda
ndo possuem um operador formal para seu calculo na
literatura. Dessa forma, estamos interessados, nesse
trabalho, nos momentos gradientes g; € g4 (|g4] € dgy).

Analises de padrdes espago-temporais, gerados por
equacdes de amplitude, mostraram propriedades impor-
tantes desses trés momentos gradientes, especialmente sua
sensibilidade ao regime de relaxag@o espago-temporal e a
caracterizagdo do padrio de dindmica de equilibrio no
plano g; x ¢g4. Aplicacdes da técnica em mapas acopla-
dos cadticos [6] ¢ em solugdes da equagdo de Swift-
Hohenberg [8] mostraram que: (i) a medida |g4| € bastante
sensivel ao processo de relaxacdo espago-temporal
preservando a informagdo de ndo-linearidade das flutua-
¢oes de amplitude e (ii) a medida ¢g, caracteriza, por
meio da desordem de fase, a transicdo da dindmica de
amplitudes para a de fases. Varios calculos de padrdes
randomicos tém mostrado que o momento gradiente g; ¢
mais sensivel e preciso na caracterizagdo de estruturas
assimétricas que medidas de correlagdo [9].

Os sistemas abordados aqui, via MD, sdo do perfil
descrito no paragrafo anterior e diversas sdo as variaveis


http://fundamentalbiology.arc.nasa.gov/PO/PObody.html

que podem ser analisadas. A GPA ¢ aplicada nos
resultados do modelo Fujiwara-Sato pegando-se a matriz
de flutuagdo da rigidez das cadeias, ao longo do tempo,
previamente calculadas pelos colaboradores japoneses. Na
MD da protease do HIV, aplica-se a GPA na matriz de
forcas de interagdo para observacdo da evolugdo temporal
dos gradientes derivados destas forgas.

5. Resultados Preliminares e Conclusoes

Alguns resultados preliminares do modelo de Fuji-
wara-Sato sdo mostrados na Figura 4. Estes resultados
mostram a Analise de Padrdes Gradientes de duas
simulagdes que diferem pela temperatura inicial (400K e
440K, o que corresponde a uma variagdo de 10%).

{i=
0.98

0.96 -

lg4|

09

\ @)
INA DA

096

09r

0.88 (b)

L L )
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
frame

Figure 4: Comportamento dinimico dos momentos
gradientes dos dados do modelo de Fujiwara-Sato com
(a) T=400K e (b) T=440K. (a) e (b) mostram a
evoluciio temporal |g,|, destacando a transi¢cido do
regime de dinimica de amplitude para um regime de
relaxacio espaco-temporal.

Nas Figuras 4a e 4b ¢ possivel observar que, depois de
um periodo de acomodagdo randomica, os sistemas
caminham para a relaxacdo e fica evidente que o padrdo
de relaxagdo espaco-temporal é menos robusto para T =
440K. A variabilidade temporal do processo de relaxagdo
(uma assinatura das flutuagdes térmicas do sistema) é
mais ndo-linear ¢ isto pode afetar a estabilidade do
processo durante o intervalo final relaxado (“ordenado”)
da evolugdo do sistema.

As simulagdes de MD da protease do HIV complexada
com o farmaco Saquinavir estdo mostradas nas Figuras
5a, 5b e Sc.

I X

Figura 5: Evolucio da simulagdo mostrando a
conformacio para o estado inicial (a) comum aos dois
casos, (b) quadro final da simula¢io sem gravidade e
(¢) quadro final da simulacio com gravidade, ambas
no instante igual a 1100 ps.
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Figura 6: Comparacio da evolu¢io temporal do
momento gradiente |g,| para dinimicas (a) sem e (b)
com o potencial gravitacional.
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Figura 8: Comparacio da evolu¢do temporal do
momento gradiente |g4| para dinimicas (a) sem e (b)
com o potencial gravitacional.
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Figura 10: Comparacio da evolucio temporal do
momento gradiente ¢g, para dinimicas (a) sem e (b)
com o potencial gravitacional.
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Figura 7: Momento gradiente |g;| para dinimicas
sem potencial gravitacional X momento gradiente |g;|
para dindmicas com o potencial gravitacional.
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Figura 9: Momento gradiente |g4| para dinAmicas
sem potencial gravitacional X momento gradiente |g4|
para dindmicas com o potencial gravitacional.

-3
x10 -
. . . T T ]
p
"
. * /’,
5¢ "" i
-
*e [ 4"’
- "’
e
o ./ - 4
* Prar™
-
- [
- -
»"' - .
- -
-5 .
J”
-~ *
o -
-
"
-107 . 1
J",
Py
d"
d"
-3
-15567 s ‘ -t . x40
-15 -10 -5 0 5]

Figura 11: Momento gradiente ¢g, para dinimicas
sem potencial gravitacional X momento gradiente ¢g,
para dindmicas com o potencial gravitacional.



Foram analisados os padrdes de gradiente das forcas de
interacdo do ligante Saquinavir com a Protease. Nas
Figuras 6 a 11 pode-se ver alguns resultados obtidos das
analises destes dados buscando-se verificar a sensibili-
dade da técnica GPA em detectar a influéncia do poten-
cial gravitacional. Pode-se observar que ha uma perturba-
¢do provocada pelo campo gravitacional ao se verificar
que os sistemas, partindo das mesmas condi¢des iniciais,
tém evolugdes espaciais diferentes ao longo do tempo
(Figura 5). Porém, cabe perguntar: ¢ essa influéncia
significativa para propositos teoricos e experimentais?

A partir de uma analise qualitativa das variabilidades
(Figuras 6, 8 ¢ 10) e das dispersdes (Figuras 7, 9 e 11),
nas simulagdes com gravidade, parece haver maiores
flutuacdes nos momentos gradientes e uma maior entropia
no sistema perturbado pela gravidade. Porém mais
simulacdes estdo sendo feitas partindo-se de condicdes
inicias diferentes, uma vez que a MD ¢ caodtica, e serdo
analisadas para que se possa formalizar esta caracteri-
zacdo da influéncia do potencial gravitacional em
dindmica molecular.

Entretanto, a interpretagio do significado fendmeno-
logico das diferentes flutuagdes detectadas nas simulacdes
com e sem gravidade devera ser discutida de forma
criteriosa tanto no contexto da biologia molecular experi-
mental como no da biologia molecular tedrica.

A GPA também esta sendo empregada para analisar a
flutuagdo dindmica do sistema protease/ligante ao se
observar a série temporal do desvio padrdo estrutural das
moléculas, porém estes resultados ainda ndo foram
concluidos.

A aplicagdo da GPA em dados de MD ¢ nova e, ainda
que incipiente, procura identificar um possivel padrio
caracteristico de sistemas sob influéncia ou ndo da
gravidade. Uma outra perspectiva ¢ o estudo da GPA na
analise de sistemas envolvendo proteases mutantes resis-
tentes a farmacos inibidores (simulagdes em curso), como
observado a partir de calculos de energia livre Gibbs de
ligagdo [13], em que uma dada protease mutante
apresentou menor afinidade pelo Saquinavir do que a
protease aqui utilizada.

Assim, acreditando-se que hd uma relacdo direta entre
a energia de ligacdo do sistema ligante/protease e suas
forcas de interacao intermolecular vislumbra-se a possibi-
lidade de a GPA constituir uma nova forma de analise
para este tipo de sistemas, investigando a formagdo de
complexos entre farmacos e seus alvos moleculares.
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