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RESUMO

Neste trabalho, o formalismo da dinamica molecular foi utilizado para estudar
as propriedades fisico-quimicas de membranas peptidicas e lipidicas quando imersas em
solugao. Acerca das membranas peptidicas, as propriedades energéticas e estruturais foram
avaliadas nas situagoes as quais estas membranas foram imersas no Liquido Iénico (LI)
formado pelo par colina (COL) e glicina (GLY). Os resultados indicam a existéncia
de estabilidade energética e estrutural dessas membranas quando no LI, com potencial
aplicagdo em armazenamento de energia em supercapacitores biodegradaveis.

Quanto as membranas lipidicas, utilizamos a técnica de umbrella sampling para
procedermos a uma série de 150 inser¢oes da molécula de Fullereno-Cjsy em quatro
membranas lipidicas compostas por DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) a uma proporgao
de 00% (membrana pura), 10%, 20% e 30% de moléculas de colesterol, avaliando o
comportamento médio das energias de inser¢ao molecular. Os resultados mostraram que
a presenca das moléculas de colesterol torna o processo de inclusao do Fullereno-Cygg
energeticamente desfavoravel.

Sob a via computacional, avaliamos as caracteristicas farmacolégicas associadas
aos monomeros construidos a base de peptideo. Para tal feito, interagimos as membranas
lipidicas compostas por DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) a uma proporgao de 00%
(membrana pura), 10% e 30% de moléculas de colesterol com o farmaco peptidico L-
GL13K. Os resultados revelam que as liga¢oes de hidrogénio entre o composto L-GL13K
e as moléculas de DOPC promovem a desestabilizacdo membranar, aumentando a taxa

de infiltracdo de moléculas de agua.

Palavras - chave: Biossustentabilidade, Fullereno-Cyy, Dinamica Molecular, Farmaco L-
GL13K.



ABSTRACT

In this work, the molecular dynamics formalism was used to study the physicoche-
mical properties of peptide and lipid membranes when immersed in solution. Concerning
peptide membranes, the energetic and structural properties were evaluated in the situa-
tions in which these membranes were immersed in the Tonic Liquid (IL) formed by the
choline (COL) and glycine (GLY) pair. The results indicate the existence of energetic and
structural stability of these membranes when in IL, with potential application in energy
storage in biodegradable supercapacitors.

For lipid membranes, we used the umbrella sampling technique to proceed with a
series of 150 insertions of the Fullerene-Cgy molecule in four lipid membranes composed of
DOPC (Dipalmitoylphosphatidylcholine) at a ratio of 00% (pure membrane), 10%, 20%
and 30% of cholesterol molecules, evaluating the average behavior of molecular insertion
energies. The results showed that the presence of cholesterol molecules makes the inclusion
process of Fullerene-Cy, energetically unfavorable.

Under the computational pathway, we evaluated the pharmacological characte-
ristics associated with monomers constructed based on peptides. For this purpose, we
interact the lipid membranes composed of DOPC (Dipalmitoylphosphatidylcholine) at a
proportion of 00% (pure membrane), 10% and 30% of cholesterol molecules with the pep-
tide drug L-GL13K. The results reveal that the hydrogen bonds between the compound
L-GL13K and the DOPC molecules promote membrane destabilization and increasing the

infiltration of water molecules.

Key - words: Biosustainability, Fullerene-Cgy, Molecular Dynamics, Drug L-GL13K.
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CAPITULO

INTRODUCAO

O primeiro capitulo deste trabalho tem o objetivo de promover uma contextua-
lizagdo histérica das técnicas originalmente empregadas na area das simulagdes compu-
tacionais, bem como apresentar uma sistematizacao sobre os conceitos elementares que
serao abordados no decurso desta tese. Logo, iniciaremos com a exposicao dos pioneiros
trabalhos no campo da fisica computacional, destacando sua imprescindibilidade para o
desenvolvimento cientifico. Em seguida, passaremos a exposicao dos assuntos que versam
sobre a formacao de sistemas auto-organizaveis e sua importancia para o processo de
formagao membranar, em especial, para as membranas peptidicas. Ressaltaremos a im-
portancia das membranas construidas a base de peptideo e de que forma essas estruturas
fomentam o campo da biossustentablidade e da biocompatibilidade.

Discorremos, ainda, sobre a area de pesquisa intitulada "quimica verde” e qual
a sua importancia para a promocao de ideias mais sustentaveis. Veremos que essa area
de pesquisa surge através de uma preocupacao com o meio ambiente e com 0s nocivos
impactos que alguns compostos quimicos podem causam a saide humana. Em adicao,
voltaremos nossas analises para as metodologias computacionais empregadas no estudo
dos agentes farmacoldgico. Nesse quadro, constataremos que as simulagdes computacionais
exercem um papel central, pois fornecem uma compressao, ao nivel molecular, dos
processos envolvidos durante a producao de farmacos.

Quanto ao segundo capitulo desta tese, reservamos esse momento do trabalho
para abordarmos os aspectos metodolégicos que nortearam as pesquisas cientificas que
foram realizadas. Desse modo, a metodologia cientifica utilizada para a realizacao das
simulagbes computacionais foi a abordagem intitulada de Dindmica Molecular (DM), a
qual tem seus fundamentos conceituais na Mecanica Estatistica (ME). A vista disso,
iniciamos o referido capitulo discorrendo sobre alguns conceitos fundamentais que estao
no cerne da ME. Portanto, abordamos as seguintes nocoes introdutorias: microestados
e teoria de ensemble, passos de integracao das equagoes de movimento, acoplamento de

pressao, condicoes periddicas de contorno, métodos de constrigao e ligagoes de hidrogénio.
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De mesmo modo, estudaremos sobre a modelagem computacional denominada
"campo de forca”. A referida técnica computacional consiste no estabelecimento de
um conjunto de func¢des e parametrizacoes que serdo empregadas para a definicao
dos potenciais de interacao existentes entre os constituintes moleculares dos sistemas
simulados. Nesse ambito, diversas aproximacoes sao realizadas, a exemplo dos principios
da aditividade e da transferibilidade. Segundo o principio da aditividade, a energia
potencial de qualquer sistema fisico pode ser escrita como a soma das diferentes energias
potenciais envolvidas na conformacao espacial do sistema, enquanto que o principio da
transferibilidade indica que a descri¢ao energética desenvolvida para uma pequena regiao
pode ser estendida para um aglomerado maior.

A questao central do terceiro capitulo consiste na utilizacao da metodologia com-
putacional da DM para promover o estudo energético e estrutural de membranas pepti-
dicas quando estas estdo envoltas pelo Liquido I6nico (LI). Como veremos no primeiro
capitulo desta tese, ha um notério interesse pelo desenvolvimento de compostos biocompa-
tiveis e biodegradaveis que possam servir de substituicao aqueles que apresentam carater
nocivo a saude humana e ao meio ambiente. Nesse sentido, tanto as membranas peptidi-
cas, quanto o liquido i6nico mostram-se promissores, pois apresentaram potencialidades
atreladas a sustentabilidade e a bicompatibilidade. Para o LI, utilizamos o par colina e
glicina que apresenta as propriedades de biodegradabilidade e nao-toxicidade [1, 2], ao
passo que para as membranas peptidicas, utilizamos os seguintes aminoacidos: alanina
(ALA), leucina (LEU), 4cido aspértico (ASP), lisina (LYS) e arginina (ARG).

Sendo assim, empregamos um conjunto de técnicas computacionais para estudar-
mos qual a dinamica de interacao entre a membrana peptidica e o par i6nico que compoe
o LI. Por conseguinte, efetuamos as analises dos perfis de densidade que apontaram ser
a membrana peptidica habil a promover a separacao entre o ambiente interno e externo
a membrana. Tal caracteristica é indispensavel para futuras aplicacoes na construcao de
biocapacitores organicos. Além do mais, utilizamos a técnica de umbrella sampling para
procedermos a extragao dos monomeros peptidicos. De posse dessa técnica de extracao,
fomos capazes de avaliar quais sd@o os impactos que os LI geram sobre as disposi¢oes to-
pologicas da membrana peptidica e de que forma a area de ocupacao dos peptideos é
alterada.

Acerca do capitulo quatro, intitulado de "Interagoes entre bicamadas de DOPC/-
Colesterol e fullereno-Cyy”, reportamos um estudo investigativo que tem por intuito es-
tabelecer uma analise comparativa entre a energia necessaria para realizar a insercao de
uma molécula de fullereno-Clg e extracao de um mondmero de colesterol ou lipidio. Assim
agimos, pois detinhamos o interesse em estabelece qual a influéncia que as moléculas de
colesterol tém sobre o processo de insergiao/extracao. Para tal feito, utilizamos a técnica de
pulling em quatro membranas lipidicas compostas por DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina)

a uma propor¢ao de 00%, 10%, 20% e 30% de moléculas de colesterol.
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Em adic¢ao ao estudo computacional desenvolvido no capitulo quatro, efetuou-
se a colaboragao com o Prof. Dr. Sebastiao Anténio Mendanha Neto do Instituto de
Fisica da UFG (IF-UFG). Nessa atividade colaborativa, avaliamos a influéncia que as
moléculas de colesterol possuem sobre a mobilidade dos constituintes membranares, bem
como as alteracoes que estas moléculas produzem sobre a area de ocupag¢ao dos mondémeros
lipidicos. Com tal propédsito, a técnica experimental, denominada de ressonancia de spin
eletronico, foi utilizada e serviu como um fundamento conceitual para o estabelecimento de
um parametro habil a quantificar a mobilidade dos mondémeros membranares. O parametro
em questao é intitulado de tempo de correlacdo rotacional, 7., e apontou que, a medida
que as moléculas de colesterol aumentam na membrana, a mobilidade é sensivelmente
reduzida e, em média, hd uma redugao na area ocupada pelas moléculas de DOPC.

Em relagdao ao capitulo cinco, efetuamos uma avaliagdo energética e estrutural
sobre a interagao existente entre o peptideo L-GL13K e as membranas lipidicas compostas
por DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) a uma proporcao de 00%, 10% e 30% de moléculas
de colesterol. Essa interagao foi objeto de estudo computacional, pois, de um ponto de vista
experimental, o monémero L-GL13K apresentou notaveis caracteristicas farmacoldgicas,
sendo eficaz contra diversas ameacgas patogénicas nocivas a saide humana, a exemplo
das Pseudomonas aeruginosa, Fscherichia coli e Streptococcus gordonii. Dessa forma, os
fundamentos da Dinamica Molecular seriam um forma propicia de avaliar e quantificar
a influéncia que o agente farmacolégico L-GL13K desempenha sobre a estrutura das
bicamadas lipidicas.

As analises do quinto capitulo foram realizadas sobre os seguintes aspectos
estruturais: perfil de densidade de massa, ligacoes de hidrogénio, mapas de superficie
e forca de insercao molecular. Em ambas as avaliagoes efetuadas, buscava-se comparar
a estrutura membranar antes e apés a técnica de umbrella sampling. De maneira geral,
os resultados alcancados demonstram que, apds a insercdo do composto L-GL13K, a
estrutura fisica da bicamada lipidica é desfeita, evidenciando a potencialidade na utilizacao
da molécula L-GL13K com agente farmacolégico. Nesse ambito, identificamos que a
interacao entre o peptideo L-GL13K e a membrana lipidica tem a habilidade de alterar a
espessura membranar e, consequentemente, alterar a taxa de infiltracao de agua.

Por fim, quanto ao sexto capitulo, este tem o objetivo de revisitar os resultados
tedricos e experimentais que foram alcancados durante as variadas etapas deste trabalho.
Logo, sintetizaremos os resultados relacionados as membranas peptidicas envoltas por LI,
apontando sua importancia para a biossustentabilidade e biocompatibilidade. Em seguida,
passaremos a avaliagdo das membranas lipidicas em dgua e suas interacoes com a molécula
de fullereno-Cgy. Finalmente, sumarizaremos os resultados relacionados a potencialidade
do agente farmacoldgico L-GL13K. No mais, também abordaremos, nesse mesmo capitulo,

as perspectivas para trabalhos vindouros.
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Computacao cientifica

Em épocas anteriores a origem da informética, as habituais maneiras de se
proceder a caracterizacao das estruturas bioldgicas consistiam em duas vias: a primeira
delas diz respeito ao estudo investigativo conduzido em animais vivos (chamado in vivo),
ao passo que a segunda refere-se as andlises efetuadas em ambientes artificiais controlados
(chamados in vitro). Por uma mera extrapolac¢ao das terminologias em latim supracitadas,
a area de pesquisa relacionada as simulac¢oes biologicas envolvendo a computacgao cientifica
é intitulada de in silico, fazendo uma clara alusdo as origens dos microprocessadores a
base de silicio e aos fundamentos da era da informatica.

Feita essa breve introducao, temos que o nascimento da computacao cientifica,
como uma ferramenta habil a descrever as propriedades fisicas e quimicas da matéria,
remonta a década de 1950 com o uso das técnicas de Monte Carlo (MC) e Dinamica
Molecular (DM) nas simulagoes envolvendo a estruturagio de liquidos por Metropolis et
al [3] e Alder e Wainwright [4], respectivamente.

No contexto das simulacoes bioldgicas, cita-se o trabalho vanguardista de James
Watson e Francis Crick, na revista Nature, em meados de 1953, sobre a estrutura em dupla
hélice da molécula de DNA [5]. O referido trabalho teve o papel central de fomentar
o caminho para o entendimento da estruturacao e replicacdo do material genético.
Desde entao, técnicas computacionais tém sido extensivamente usadas no entendimento e
caracterizacao das propriedades moleculares, assim como disposto em [6], apresentado por
Cyrus Levinthal et al, em 1966. Nesse trabalho, a modelagem computacional foi utilizada
para fornecer a primeira visualizagao tridimensional de proteinas e adcidos nucleicos.

Em meados de 1964, Rahman [7] fez a primeira tentativa bem sucedida de simular
um sistema molecular descrito pelo potencial de Lennard-Jones via os fundamentos da
DM. Desde esse momento, as propriedades moleculares do potencial de Lennard-Jones
foram exaustivamente descritas [8]. Posteriormente, em 1967, nos moldes da DM, o
comportamento do argdnio liquido [7] e da dgua [9] foram obtidos. Por tltimo, Harp e
Berne [10, 11] descreveram o comportamento molecular de compostos diatdmicos usando
a sistematica da DM.

A capacidade de visualizacdo das estruturas moleculares em trés dimensoes é
de suma importancia em diversas areas da ciéncia como quimica, bioquimica, biologia
molecular e farmacologia [12]. Nesse sentido, durante o século XX, uma grande variedade
de programas e modelos computacionais foram desenvolvidos com esse propdsito [13].
Além disso, outro expoente representativo que impulsionou o desenvolvimento da area de
pesquisa conhecida hoje como bioinforméatica é o trabalho pioneiro de Margaret Dayhoff.
Esse trabalho foi percursor na primeira sistematizacao das estruturas proteicas em trés
dimensoes, sendo que tal abordagem ficou conhecida como Atlas of Protein Sequence and
Structure [14].
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A datar de suas origens, as simulagdoes computacionais constituem uma poderosa
ferramenta no estudo e na caracterizacao da estrutura e dindmica de macromoléculas
biolégicas, bem como na determinacao de propriedades fisicas e quimicas da matéria. De
maneira idéntica, os avangos na construcao de hardware e software mais eficientes e o baixo
custo financeiro relativo ao processo de construgao dos computadores tém possibilitado
um expressivo aumento e difusdo no uso de técnicas computacionais, permitindo, desse
modo, a implementagdo de programas mais complexos com maior eficiéncia e precisao
[15].

A vista desses fatos, o desenvolvimento de computadores mais eficientes e precisos,
bem como a sistematizacao de modelos tedricos mais proximos a realidade experimental
foram decisivos no estudo da dinamica das proteinas. Nesse ambito, as simulagdes compu-
tacionais propostas por Michael Levitt e Arieh Warshel [16], nos anos de 1970, tornaram
possiveis o entendimento, ao nivel molecular, acerca da dindmica de enovelamento das
proteinas. O tamanho prestigio alcancado por esse trabalho levou seus autores a serem
laureados pelo prémio Nobel de Quimica em 2013.

No que diz respeito a descricao dos fendmenos bioldgicos, a priori, o completo
entendimento sobre o comportamento de um sistema molecular poderia ser alcancado
através da solucao exata da equagao de Schrodinger dependente do tempo, a qual governa a
dindmica de todas as particulas do sistema sob analise. Para tal feito, poder-se-ia recorrer a
aproximagcao de Born-Oppenheimer [17] que permite a separacao das estruturas eletronicas
de seus respectivos nucleos e, dessa maneira, seria possivel tratar cada caso separadamente.
Entretanto, tratando-se de sistemas moleculares mais extensos e complexos, a descrigao
completamente quantica torna-se impraticavel, do ponto de vista computacional, sendo
necessario recorrer a outras técnicas computacionais, as quais tém um enfoque pautado
nas descrigoes classicas da matéria.

Desse modo, desde a primeira ocorréncia de simulagoes computacionais baseadas
em DM, esse modelo tem sido extensivamente usado para estudar uma variedade de sis-
temas biomoleculares, entre os quais citamos: proteinas, nucleotideos, bicamadas lipidicas
e carboidratos [18, 19, 20]. Muito embora constitua uma aproximacao a dindmica real, a
DM fornece descrigoes precisas em muitos casos, além de ser usada em combinagdo com
varios métodos experimentais para fornecer uma descri¢ao fidedigna da dinamica e das
funcoes dos compostos biomoleculares sob anélise.

Em sintese, a DM é um método computacional, que, através de um processo
iterativo, integra as equagoes cldssicas do movimento (Equagdo de Newton) para um
conjunto de particulas [21]. Nesse cendrio, ao final dos passos de integracao, o resultado
alcancado ¢ a trajetéria de um sistema molecular em um certo intervalo de tempo, que,
geralmente, serd da ordem de nanossegundos. Por conseguinte, a partir das trajetorias
moleculares, varias propriedades fisicas e quimicas do sistema podem ser calculadas e,

estatisticamente, comparadas com os resultados experimentais.
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Sistemas auto-organizaveis e formacao de membranas

O entendimento, ao nivel bioldgico, do que constitui a vida, passa, indubitavel-
mente, pela descrigdo do comportamento celular. Sobre uma ética mais sintética, define-se
a estrutura celular como sendo um sistema de moléculas autorreplicantes mantidas no in-
terior de um envoltério [22], cuja fungdo deste é promover uma protegdo contra ameagas
externas. Conclui-se, portanto, que a vida, na forma como é a nés apresentada, esta in-
timamente relacionada a capacidade celular de promover uma nitida separagao entre o
ambiente interno e externo a célula. Essa capacidade de separacgao torna-se imprescindivel
as fungoes celulares elementares, entre as quais cita-se a dinamica de replicacdo do mate-
rial genético, que ficaria inviabilizada sem a presenca da aludida camada de separacao.

Disposto esse cendrio sobre as inquestionaveis funcionalidades associadas a mem-
brana plasmatica e sua inegével importancia para a manuten¢do da vida, torna-se impe-
rioso uma ligeira exposi¢do pertinente a composicao e a descricao dos processos fisicos
e quimicos referentes a membrana celular, tarefa essa que nos propomos a executar nos
paragrafos que se seguem.

Em um primeiro plano, no tocante a composicao da membrana plasmatica, esta
¢ uma mistura de glicolipidios [23] e colesterol dispostos em dois folhetos assimétricos
[24]. Em adicdo, entre os diferentes compostos pertencentes as membranas biolégicas,
o colesterol é considerado a molécula mais abundante na membrana plasmatica dos
mamiferos. Um alto teor de colesterol pode ser encontrado no cérebro, que contém cerca
de 25 % de todo o colesterol do corpo humano [25]. Outras atribui¢oes do colesterol dizem
respeito a razao entre as quantidades de colesterol e lipidios, possibilitando o diagnéstico
de doengas como Alzheimer [26, 27], HIV [28], depressao [29] e muitos outras. Por sua vez,
o colesterol presente nas membranas celulares demonstrou ser importante para sinalizagao
celular [30] e manutencao de um corpo saudével, como por exemplo, na regulacido da
neurotransmissao [31].

Entre as principais fungdes da membrana plasmatica, ressalta-se a regulagem de
transporte de nutrientes para o interior da célula, além de conferir uma barreira protetiva
contra eventuais ameacas patogénicas [32]. A representacao visual mais difundida da
membrana celular foi introduzida em 1972 por Singer e Nicolson [24], conhecida como
modelo do mosaico fluido, que tem esse nome em virtude de ser formada majoritariamente
por uma bicamada lipidica com proteinas atreladas a estrutura principal, conferindo,
assim, uma espécie de mosaico.

Os diversos processos que estao associados a interacdo entre os monoémeros que
constituem a membrana plasméatica sao regidos pela sistematica intitulada de automon-
tagem, em inglés, self-assembly. Essas abordagens sao pressupostos fundamentais na mo-
delagem computacional e sao utilizadas para o desenvolvimento e estruturacao de uma

grande variedade de materiais na escala nanométrica [33].
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Em processos automontaveis, temos que os atomos, moléculas ou outras estrutu-
ras menores se auto-organizam e possibilitam a construgao de estruturas biologicas mais
complexas e com ligeiro ordenamento espacial [34]. Nesse panorama, apontamos que a
classe de moléculas auto-organizaveis tem atraido a atengdo da comunidade cientifica
pela potencialidade de gerar nanoestruturas com propriedades quimicas e fisicas tnicas
[35].

No ambito das macroestruturas bioldgicas, estas, em sua maioria, sao oriundas
dos processos de automontagem. Nesse quadro, citamos, por exemplo, os processos de
conformacao das bicamadas fosfolipidicas, a disposicao helicoidal da estrutura do DNA
e o dobramento das cadeias polipeptidicas [35]. Ainda no contexto de construcao dos
compostos bioldgico, as estruturas anfifilicas como lipidios, proteinas e copolimeros estao
na base de uma grande variedade de processos de automontagem [34]. Nos seres vivos,
podemos citar, como exemplo de estruturas autoajustaveis, a membrana celular, ou
membrana plasmatica, que é a estrutura basica necessaria para encapsular os constituintes
celulares, conferindo uma divisdo entre o interior da célula e o meio ambiente [22].

A elucidagao dos processos envolvidos durante as etapas de automontagem per-
mite o desenvolvimento de uma grande variedade de dispositivos que auxiliam em diversas
aplicacoes. Entre as variadas funcionalidades decorrentes do processo de automontagem,
podemos citar, a titulo exemplificativo, a ampla utilizagao desses processos em diagnos-
ticos de doengas [36], bem como nos processos de drug delivery (em portugués, entrega
de drogas) [37]. Seguindo com as andlises, a dindmica de interacdo das estruturas au-
toajustaveis é regida por forcas intermoleculares como liga¢des nao covalentes, interacao
eletroestatica, ligagdes de van der Waals, ligacoes de hidrogénio entre outras formas de
interacao [38, 35]. A ligacdo estabelecida entre cada mondmero é relativamente fraca,
quando analisada individualmente, contudo, no contexto dos copolimeros, as forcas de
interacdo sao demasiadamente intensas permitindo a formacao de estruturas estaveis e
perduraveis [38].

Ainda sobre a sistematica do processo de automontagem, as moléculas anfifilicas
sao compostos biolégicos que combinam duas propriedades descorrelacionadas em uma
Unica estrutura molecular. Desse modo, cada molécula anfifilica é formada por uma
"cabega” hidrofilica, regiao polar, e uma "cauda” hidrofébica, regiao apolar [22]. Devido
ao comportamento dual encontrado para as cargas elétricas presentes nas moléculas
anfifilicas, quando solvatadas em agua, estas estruturas ficam sujeitas a duas forgas de
natureza oposta: uma forga de origem atrativa com a "cabec¢a” hidrofilica da estrutura,
e uma forga repulsiva devido a natureza hidrofébica da “cauda” [22]. Nesse cendrio,
em decorréncia da coexisténcia dessas duas forcas de naturezas diversas, as estruturas
anfifilicas podem assumir varias disposi¢oes espacias, entre as quais, podemos citar a
formagao de nanotubos [39], nanofibras [40], nanoesferas [41] e nanotoroides [41] entre

outros.
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Adentrando um pouco mais na descricio da membrana plasmatica, o ambiente
aquoso existente dentro e fora da célula inibe que os lipideos da membrana escapem
além da bicamada, todavia em nada impede que essas moléculas se movam e troquem
de lugar umas com as outras no plano da bicamada. A esta propriedade membranar dar-
se 0 nome de difusdo lateral e, bem como exposto por [22], a existéncia de mobilidade
confere & membrana plasmatica as caracteristicas de um liquido bidimensional. Ao longo
do capitulo quatro, sobre um enfoque computacional e experimental, discorreremos, em
mais detalhes, sobre as caracteristicas da mobilidade dos constituintes membranares e os
impactos que as moléculas de colesterol geram sobre essa propriedade.

Abordaremos, a partir de agora, um assunto que sera extensivamente estudado no
decurso do capitulo trés. Ao avaliarmos esse capitulo, usaremos do formalismo associado
a DM para efetuarmos uma analise energética e estrutural de membranas bioldgicas
construidas a base de peptideos quando estas membranas estao envoltas pelos liquidos
idnicos. Sendo assim, findaremos essa secao apresentando as funcionalidades atreladas
aos monomeros peptidicos, enquanto que na proxima segdo discorreremos sobre as
potencialidades associadas aos liquidos ionicos.

Inicialmente, no contexto das membranas biolégicas, constatamos que a capaci-
dade para a construc¢ao de nanomembranas voltadas para fungoes especificas esta intima-
mente relacionada & habilidade de controlar a morfologia dessas estruturas [42]. Logo, o
referido controle estd baseado no entendimento de como o ambiente externo afeta a auto-
organiza¢ao dos monomeros das membranas [43]. Nesse sentido, atencao central é ofertada,
aos aminoacidos e aos peptideos em virtude de que parametros externos como tempera-
tura, pH e mudangas nos solventes exercerem grande influéncia sobre a sua disposi¢ao
espacial [44].

No ambito da medicina, a biocompatibilidade pode ser delineada como a possi-
bilidade de um dado material ser compativel com tecidos vivos. Nesse ambito, interesse
especial é concebido a compatibilidade com o tecido humano [45]. A utilizacao de es-
truturas biocompativeis pressupoe que tal material nao cause reacoes adversas, téxicas
ou de cardter cancerigenas ao receptor [46]. Em vista disso, as estruturas autoajustéveis
formadas a partir de peptideo estdao sendo extensivamente utilizadas em virtude de pos-
sibilitarem tanto o reparo em estruturas cartilaginosas, quanto estimular o crescimento
de células nervosas com um maior beneficio de minimizacao dos riscos por contaminacao
biolégica [47].

As membranas nanométricas formadas a partir de monoémeros peptideos auto-
organizaveis apresentam relevantes caracteristicas relacionadas a biocompatibilidade e a
biodegradabilidade [48]. Em virtude dessas propriedades, as membranas polipeptidicas
sao amplamente empregadas no ambito da medicina regenerativa, bem como no contexto
do tratamento de doengas cardiacas [49]. Ademais, outras aplicagbes estao associadas

a construcao de biossensores [50], & dessalinizagdo da dgua [51] e ao servico de drug
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delivery [52] demonstrando, desse modo, a vanguarda dessa drea de pesquisa e sua
imprescindibilidade para as ciéncias biologicas, quimicas e fisicas.

Em jungao, outro fator que remete a importancia na caracterizacao das nanomem-
branas formadas a partir de mondémeros peptideos é o fato de que processos relacionados
a estabilidade conformacional e a organizacao espacial serem bem relatada na literatura,
assim como expresso em [53], no qual, a estabilidade das membranas peptidicas é estudada,
quando estas estao imersas em agua.

No processo de formagdao das membranas peptidicas, moléculas menores se
organizam formando conformagoes maiores que apresentam ordenamento estrutural,
apesar de seus compostos elementares ndo exibirem um cardter cristalino [54]. Em
acréscimo, segundo relato apresentado em [55], simulagoes computacionais realizadas com
aminoacidos formados a partir de uma sequéncia de 6 alaninas (A) e um aspartato
(D), resultando no peptideo AgD, atestam que esses mondmeros se autoajustam em
redes formadas a partir de nanofibras. Quanto aos resultados inerentes ao peptideo
AgR, o arranjo espacial depende da concentracao dos mondémeros no solvente, com
formacoes estruturais variando entre membranas finas, novelos na forma de nanotubos
ou em formato de hélices [56]. Disposto em [57], verificamos o estudo experimental
sobre os peptideos autoajustaveis AgD, relatando que, quando solvatados em agua,
esses monomeros autoajustaveis formam complexas estruturas na forma de nanotubos
e nanovesiculas.

No cenério das aplicagoes inerentes a industria farmacéutica, destaca-se que as
cadeias peptidicas formadas por arginina possuem notéria atividade antimicrobiana [58].
Outrossim, atividades antimicrobianas também foram relatadas experimentalmente para
o peptideo AgR em virtude de possuirem notavel interacdo com membranas lipidicas
[59]. Outra aplicagdo em nanotecnologia (no contexto farmacéutico) é a formacao de
macromoléculas autoajustaveis a partir de peptideos. Essas novas estruturas estao sendo
recentemente empregadas na construcao de materiais que desempenharao o papel de
receptores para drogas terapéuticas, permitindo o transporte para regioes especificas do
organismo [60].

Em complemento, segundo o trabalho exposto em [61], os peptideos constituem
uma opc¢ao sustentavel a construcao de semicondutores tradicionais, por motivos de que
suas caracteristicas estao associadas a biocompatibilidade e a baixa toxicidade. Outros es-
tudos indicam que agregados de proteinas possuem propriedades épticas semicondutoras
intrinsecas [62]. Por fim, o relato apontado em [63] indica que as propriedades dos semicon-
dutores apresentam elevada dependéncia com a estrutura topologica do material usado.
Por conseguinte, em virtude das diversas disposi¢oes geométricas atreladas aos peptideos,
estes se apresentam como um composto factivel para a propositura de semicondutores

biossutentaveis [64].
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Liquidos ionicos

A area de pesquisa conhecida como "quimica verde” esta associada ao conjunto
de processos e técnicas que visam promover a eliminac¢do ou a substituicao de substancias
quimicas toxicas, por métodos e compostos que sejam mais benéficos para o meio ambiente
e para satide humana[65]. Nesse ambito, hé, nas tltimas décadas, um aumento de pesquisas
cientificas, tanto experimental quanto empreendidas pela via computacional, direcionadas
a promover a descricao das propriedades fisicas e quimicas de compostos que sejam menos
nocivos [66].

Os esforcos cientificos empregados para a construcdo de processos e compostos
biossustentaveis envolvem especialistas em &areas diversas como quimica, fisica e biologia
molecular relacionando campos de pesquisa como ciéncia de materiais, engenharia am-
biental, medicina e farmacologia [67]. Portanto, a "quimica verde”, enquanto uma nova
area de pesquisa cientifica, traz a tona essa nova preocupagao com o ambiente e a necessi-
dade de instauracao de processos alternativos que sejam capazes de criar novos compostos
biocompativeis e biodegradaveis [68].

Além disso, decerto é que as atividades industriais, feitas sem qualquer forma de
fiscalizacdo ou controle estatal, sio nocivas ao meio ambiente e a satide humana. Nesse
contexto, podemos destacar os impactos gerados pelos residuos de solventes organicos
volateis conhecidos pelo acrénimo em inglés VOC (em inglés, Volatily Organic Compunds).
VOCs sao um dos mais conhecidos poluentes do ar podendo causar sintomas agudos de
irritacao respiratéria, dores de cabecga, reacoes alérgicas na pele, danificar 6rgaos como
figado e rins além de possuir cardter cancerigeno [69]. Desse modo, pesquisas tém sido
realizadas em diversos segmentos cientificos a fim de desenvolver solventes alternativos
em substituicao aos tradicionais com o intuito de reduzir drasticamente a quantidade de
residuos de solventes organicos volateis, diminuindo, portanto, o impacto ambiental e o
risco a saiude humana [70].

No que tange as novas classes dos chamados "solventes verdes”, especial interesse
é dedicado aos liquidos i6nicos [LI] a temperatura ambiente. Sucintamente, podemos
enfatizar as propriedades dos liquidos idnicos como constituidos por sais que geralmente
sao liquidos abaixo de 100 °C [71]. No mais, sdo compostos nao inflaméveis e com baixa
pressao de vapor, facilmente reciclados, solubiliza tanto compostos organicos quanto
inorganicos e tém a possibilidade de poder ser construido ao nivel molecular, gerando
as propriedades quimicas e fisicas pretendidas [72]. Nesse ambito, o grande potencial para
a aplicacdo direta em diversos contextos que envolvam reagdes quimicas esta no fato
de que as suas propriedades fisicas e quimicas podem ser ajustadas com a variacao dos
dnions e cations apropriados para cada situacgao especifica [73]. Entre essas propriedades
ajustaveis, podemos destacar o ponto de fusao, viscosidade, densidade e hidrofobicidade
[74].
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Com base no crescente interesse pelos LI, devido ao seu apelo sustentavel, a busca
por novos liquidos i6nicos biocompativeis e biodegradaveis ampliou-se significantemente.
Por exemplo, em [75], Petkovic et al apresentam a construcao de LI constituidos a
partir do cation colina, que é uma molécula naturalmente encontrada nos seres vivos
e com alto carater biocompativel. Entre as mais diversas utilizacoes dos LI no ambito
industrial, destacamos a sua utilizagao como solventes alternativos em bioprocessamento
de separagao de fase [76], sdo amplamente usados como solventes verdes em processos
de sintese quimica de novas estruturas moleculares [77, 78|, atuantes como solventes em
reagoes quimica [79, 80], desempenham o papel de drug delivery na industria farmacéutica
[81], sdo usados como lubrificantes em dispositivos eletromecanicos [82, 83] e participam
ativamente como eletrdlitos em capacitores elétricos biodegradaveis [84].

O baixo ponto de fusao associado aos liquidos ionicos pode ser entendido com
base na analise de sua organizacao molecular. Estruturas cristalinas, como o cloreto de
sédio, possuem elevado ponto de fusdo (cerca de 800 °C) em virtude de apresentarem
cations e anions muito pequenos e com carater simétricos possibilitando a formagao de
redes cristalinas com rigidez estrutural, conferindo elevado valor para o ponto de fusao
[85]. Em geral, os LI sdo compostos de mondmeros assimétricos resultando em estruturas
com baixa interagdo entre os constituintes moleculares conferindo assim baixo ponto de
fusdo [86]. Outro fator que elucida o baixo ponto de fusdo do LI é a organizacao espacial
entre seus elementos que é menos periddica comparada as estruturas cristalinas em virtude

das maiores dimensoes de seus fons [87].

Interacao farmacos e membrana

Nesta secao, faremos uma breve abordagem sobre o desenvolvimento de agentes
farmacologicos a luz das técnicas computacionais. De mesmos modo, avaliaremos de que
forma os experimentos in silico auxiliaram o progresso cientifico e contribuiram para o
aperfeicoamento de farmacos mais eficazes. Em linhas gerais, apresentaremos os inques-
tionaveis avangos alcancados pela drea de pesquisa denominada de bioinforméatica e os
beneficios cientificos concebidos quando ha a interlocucao com as técnicas experimentais.

Antes de expor as contribui¢oes alcancadas pelas simulacoes computacionais no
ambito da farmacologia, destaca-se que a descoberta e o uso clinico dos antibidticos
mostram-se como uma das maiores descobertas na histéria moderna da medicina [88].
Todavia, entre outros fatores, a prescricao médica inapropriada, a escassez de testes para
orientar a prescricdo adequada de antibidticos e o uso excessivo destes tém promovido
um fenémeno global de resisténcia aos antibiéticos[89], dando origem as bactérias mais
resistentes, fendmeno esse intitulado de AR (Acrénimo para a expressao inglesa Antibiotic

Resistance).

& Instituto de Fisica — UFG



1.4. Interacdo farmacos e membrana 28

Figurando dentre os primoérdios dos agentes medicinais com expressivo carater
antimicrobiano, a penicilina, sintetizada por Alexander Fleming, em meados de 1928 [90],
ja no decurso da década de 1940, apresentava o fenémeno de AR [91]. Desde entao,
diversos trabalhos cientificos estao direcionados a producao de farmacos que possam servir
de alternativa aos compostos com elevada taxa de resisténcia, aumentando, desse modo,
a eficacia no enfrentamento de culturas patogénicas, a exemplo das bactérias, fungos e
virus[92, 93].

Entre a nova classe de agentes com caracteristicas antimicrobianas e que tém
atraido a atencao da comunidade cientifica, destaca-se a caracterizacao de estruturas
construidas a base de peptideos. Estes compostos moleculares sao intitulados de AMP
(Acrénimo da expressdo inglesa Antimicrobial Peptides) e apresentam, dentre outros
aspectos, as seguintes caracteristicas: sao constituidos por quantidades inferiores a 100
aminodcidos [94], exibem cargas elétricas liquidas positiva, apresentam uma natureza
anfifilica [95, 96], possuem propriedades imunomoduladoras [97], sdo entendidos com uma,
linha de defesa contra eventuais ameagas patogénicas [98, 99|, possuem caracteristicas
responsaveis por desestabilizar a estrutura membranar das bactérias [100] e exercem o
papel de inibidores na proliferagdo de células cancerigenas [101].

Ressaltamos, dentre o abrangente rol dos AMPs, aquele composto peptidico
intitulado de GL13K, cuja abreviacao refere-se a seguinte sequéncia de aminoacido:
GKITIKLKASLKLL-NH,. Em recente publicacao [102], Abdolhosseini et al apresentaram
que a molécula GL13K é um bactericida com comprovada eficacia contra diversas
bactérias, a exemplo das Pseudomonas aeruginosa, FEscherichia coli; e Streptococcus
gordonii, que podem causar pneumonia, infeccdo intestinal e insuficiéncia cardiaca,
respectivamente. De mesmo modo, em [103], o peptideo GL13K foi obtido a partir
da proteina salivar humana BPIFA2 e apresentou notavel agdo farmacoldgica contra a
bactéria Enterococcus faecalis. Ademais, em [104], sobre a via experimental, Zhou Ye et al
associaram o comportamento antimicrobiano dos enantidomeros do GL13K ao fenémeno
do self-assembly, evidenciando a potencial aplicacao desse composto para a producao de
farmacos.

Seguindo com as andlises dos AMPs, os compostos micro-organicos, quanto ao
modo de crescimento e replicagao, podem ser sumariamente categorizados em duas espé-
cies: ha aqueles de natureza unicelular formados por bactérias de movimentacao livre, ao
passo que existem outros grupos que se organizam em estruturas multicelular, estabele-
cendo ligacoes entre si, processo intitulado de coesao, e ligagdes com o substrato, processo
chamado de adesao [105]. No que concerne ao segundo grupo de micro-organismos, tem-se
que as matrizes biologicas, formadas a partir da juncao de bactérias espacialmente orga-
nizadas e dispostas sobre uma superficie bidtica ou abidtica, concebendo comunidades
sésseis, funcionais e resistentes as agoes de agentes antimicrobianos, atribui-se o nome de
biofilmes [106].
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H& intimeros beneficios a que uma comunidade formada pela conglomeragao de
bactérias estd submetida quando dispostas em biofilmes. Nesse ambito, podemos citar
o aumento da resisténcia a desidratagao [107], radiacdo UV [108], extremos valores da
temperatura e PH [109], alta salinidade [108], deficiéncia de nutrientes [110] e antibi6ticos
[111]. Por conseguinte, devido ao aumento de resisténcia que os biofilmes possuem,
concluimos que ha uma notoéria preocupagdo com os impactos que eles possam ocasionar
em diversos setores, tais quais, processamento de alimentos, medicina e odontologia [112].

Sobre as diversas enfermidades provenientes dos biofilmes, hd uma proeminente
contaminac¢ao nos implantes médicos em decorréncia da afixacdo de biofilmes em estru-
turas abiéticas, tais como, valvulas protéticas, cateteres e lentes de contato [113, 114].
Além disso, os biofilmes bacterianos fixados sobre as valvulas protéticas sao a principal
causa de endocardite em pacientes submetidos a cirurgia de troca de valvulas cardiacas
[115, 116]. Por ultimo, outros resultados apontam que biofilmes em cateter urinario sao
responsaveis por infec¢ao no trato urinario [117] e, quando ocorrem em lentes de contatos,
podem ocasionar ceratite (inflamacao da cornea) [118]. Em decorréncia desses fatos, as
infecgoes humanas relacionadas aos biofilmes sdo extremamente dificeis de serem tratadas,
resultando em sérias doengas cronicas [119].

Acerca dos trabalhos que versam sobre a utilizagdo dos AMPs no combate aos
biofilmes, em [120], o AMP intitulado de K11, sigla para KWKSFIKKLTKKFLHSAKKEF-
NH2, apresentou notoria atividade farmacolégica contra as bactérias Acinetobacter bau-
mannii, Staphylococcus epidermidis e Klebsiella pneumoniae, que sado responsaveis por
causar bronquiolite, sepse e infeccao no trato urinario, respectivamente. Em uma abor-
dagem computacional, Ramos-Martin et al simularam a interacao entre o peptideo K11
com membranas fosfolipidicas. Os resultados reportados indicam que o mondémero K11
pode desestabilizar a membrana da bactéria, bem como torcer as superficies de suas
bicamadas[121]. Quanto ao peptideo GL13K, em [122], foi realizado um estudo acerca
dos efeitos gerados por este peptideo sobre o biofilme de Pseudomonas aeruginosa, cujo
resultado atesta o potencial farmacolégico do referido monémero.

Tendo em vista as potencialidades associadas aos estudos dos AMPs e sua
importancia no ambito da ciéncia farmacologia, efetuamos uma analise computacional
com o intuito de quantificar a dinamica de interagao estabelecida entre o peptideo GL13K,
mais especificamente seu enantiomero L-GL13K, e as membranas lipidicas compostas por
DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) a uma proporcao de 00%, 10% e 30% de moléculas de
colesterol. Para assim procedermos, avaliamos as alteragoes topoldgicas a que a membrana
lipidica estava submetida durante a interacao com o agente farmacolégico, bem como
analisamos os valores energéticas entre os constituintes da bicamada lipidica. As referidas
analises, tanto energéticas quanto estruturais, relacionadas ao processo de interacao serao

estudas, em mais detalhes, no decorrer do capitulo cinco.
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Fullereno-Cy

O desenvolvimento do terceiro alotrépico do carbono, conhecido pelo nome
de fullereno, remonta a década 1985, quando Kroto et al foram laureados com a
recente conquista [123]. Procedendo a contextualizagao histérica que ensejou a descoberta
cientifica, o grupo de cientistas buscava simular as condigbes as quais os atomos de
carbono eram submetidos quando estes compostos estavam presentes no interior das
estrelas conhecidas pelo nome de "gigantes vermelhas”. Para tanto, a equipe de Kroto
depositou uma fina camada de grafite sobre uma limpida superficie que, logo em seguida,
foi vaporizada por irradiacao gerada por laser de alta intensidade.

Sendo assim, o feixe de radiagdo emitido pelo laser estimulou as vibracgoes entre
as moléculas constituintes do grafite e, sucessivamente, os atomos de carbono passaram
a se colidir entre si, cuja consequéncia foi a formacao de aglomerados de moléculas de
carbono. Os clusters, nome em inglés dado aos aglomerados de particulas menores, foram
examinados em um espectrometro de massa e constatado a existéncia de compostos
formados a partir da juncao de 60 e 70 atomos de carbono, sendo que, em sua maioria,
os aglomerados eram formados por 60 atomos espacialmente dispostos.

Quanto aos motivos que ensejaram a escolha da nomenclatura, os cientistas envol-
vidos na recente descoberta estabeleceram o nome como forma de prestar uma homenagem
ao consagrado arquiteto estadunidense Richard Buckminster Fuller. O referido arquiteto,
que também era inventor, professor, filésofo e cientista, foi o responsavel pela criacao
dos domos geodésicos, cujas estrutura espacial assemelha-se aquelas encontradas para os
clusters de carbono. Seguindo com a contextualizacao histérica, muito se questionou, a
época da descoberta, se o fullereno era naturalmente encontrado na natureza. Todavia, tal
questao somente foi solucionada em meados de 1992, quando Buseck et al verificaram que
as moléculas de fullereno existem naturalmente na poeira interestelar, bem como podem
ser achadas nas formagoes geolégicas da terra em concentragoes da ordem de ppm [124].

Conquanto existam diversas moléculas de fullereno que sao obtidas a partir da
combinagao de 30 a 980 atomos de carbono, resultando em compostos quimicos com
diversas aplicagoes cientificas e medicinais, o fato é que a molécula mais abundante entre
os fullerenos é o composto fullereno-C, no qual 60 &tomos de carbono sao arranjados em
uma estrutura assemelhada a uma esfera. Acerca da disposicao espacial dos atomos de
carbono no fullereno-Cl, a sua forma geométrica corresponde a um icosaedro truncado
formado por 12 pentdgonos e 20 hexdgonos [125], conforme exposto na Fig. (1.1).

Devido as diversas aplicagoes associadas aos fullerenos, esses compostos tém
atraldo um crescente interesse de areas como bioquimica e nanomedicina em virtude
de suas propriedades quimicas e fisicas tnicas [126, 127]. Sdo algumas aplicabilidades
associadas ao fullereno-Cpgo: 0 uso em drug delivery [128], terapia fotodinamica [129], nova

classe de compostos anticancer [130], inibi¢ao da protease do HIV-1 [131] e vérios outras.
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Figura 1.1: O fullereno-Cgy é representado por um icosaedro truncado formado por 12
pentagonos e 20 hexagonos.

Com o intuito de promover um maior esclarecimento sobre os efeitos que os
compostos fullereno-Cygy possuem sobre os seres vivos, foram relatados na literatura
varios outros estudos no que tange a interagao desse composto com estruturas bioldgicas
[132, 133]. Entre os diversos estudos relacionados, podemos citar [134], o qual indica um
resultado experimental apontando que, apesar de seu grande tamanho, os agregados de
fullereno podem penetrar nas células e atravessar a barreira das hemécias.

Em [135], foram realizadas simula¢oes atomisticas com o fullereno e seu derivado,
Cso(OH )q, através de uma membrana celular, no modelo (Dipalmitoilfosfatidilcolina ou
bicamada DPPC), resultados esses que apontam a influéncias do fulereno na estrutura das
membranas internas. Os estudos realizados em [136] descrevem que o aciimulo de fullereno-
Cgo em uma bicamada DPPC pode causar degradagdo e uma supressao das transicoes de
fase das referidas membranas. Por fim, também foi reportado que os fullerenos podem
transportar elétrons através das membranas lipidicas do hospedeiro, fato esse que tem
potencial aplicagdo na eletrénica molecular [137].

Dessarte, findamos a presente secao discorrendo sobre as funcionalidades atre-
ladas ao composto do fullereno-Cgg. Tal tematica sera novamente examinada quando
procedermos as analises energéticas e estruturas dispostas no capitulo quatro, no qual
a interagao estabelecida ente o fullereno-Cyy e quatro membranas lipidicas compostas por
DOPC a uma proporcao de 00%, 10%, 20% e 30% de moléculas de colesterol serd apre-
ciada a luz da técnica de umbrella sampling. A referida técnica, via a aplicacdo de um
potencial harmonico, estabelece sucessivas etapas de extragoes ou insercoes de estrutu-
ras moleculares pré-escolhidas e tem o objetivo de aprimorar o espago de configuracoes
para o calculo das médias estatisticas. Quanto aos principios fisicos que regem a técnica
de umbrella sampling, reservamos o proximo capitulo para revisita-los, bem como, nesse

mesmo capitulo, discorreremos sobre outras técnicas computacionais essenciais a DM.
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CAPITULO

FUNDAMENTOS TEORICOS: DINAMICA
MOLECULAR E FisicA ESTATISTICA

No capitulo anterior, fizemos um prelidio acerca da contextualizagao histérica das
simulagoes computacionais, bem como apresentamos alguns assuntos centrais relacionados
a “quimica verde”, dispondo sobre sua importancia para as areas da fisica, quimica,
farmacologia entre outras. Isso posto, intentamos, no decurso deste capitulo, dissertar
sobre alguns conceitos e fundamentos que estdo no cerne da DM. A referida técnica,
conforme anteriormente pontuamos, ¢ uma das mais utilizadas no ambito das simulagoes
moleculares e tem auxiliado na obtencao de informacoes estruturais e dinamicas sobre
nanocompostos organicos, aplicagoes farmacolégicas e implicagoes tecnolégicas. Ademais,
a ideia basica por tras da DM é um tanto quanto simples e consiste em determinar a forga
exercida sobre os atomos do sistema e resolver as equac¢oes de movimento para o sistema
molecular produzindo o espago de configuragoes de DM.

Todavia, antes de passarmos ao estudo das técnicas computacionais relacionadas
a DM, torna-se primordial revisitar alguns conceitos fundamentais atrelados a mecéanica
estatistica, posto que tal area cientifica fornece as bases conceituais para que seja
possivel estabelecer a relacdo entre as propriedades microscopicas e macroscopicas dos
sistemas moleculares. Por conseguinte, com o intuito de promover um maior entendimento
sobre a modelagem computacional citada, apresentaremos, de maneira sucinta, conceitos
elementares relativos a mecanica estatistica e, logo em sequéncia, discorreremos sobre o

arcabougo tedrico associado a DM.
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Microestados e teoria de ensemble

Segundo aquilo que relatamos, a luz dos fundamentos da mecénica estatistica, as
propriedades macroscopicas dos sistema fisico sob analise podem ser determinadas a partir
das diversas configuracoes acessiveis dos seus constituintes microscopicos. Nesse sentido,
ha diversos formalismos matematicos que tém por intuito a sistematizacdo e descricao
dessas propriedades mensuraveis. Assim, em uma sistematizacdo mais simples, intitulada
de ensemble microcandnico, o sistema em analise permanece isolado do ambiente e, desse
modo, nao existem trocas de energia e particulas, além do fato que o volume perma-
nece constante no desenvolver do experimento. Com tais caracteristicas, as simulagoes
desenvolvidas no ensemble microcanonico correspondem as propriedades de um sistema
adiabatico e recebem a nomenclatura de ensemble NVE, sendo que, neste ensemble, o
nimero de particulas (N), o volume (V) e a energia (E) nao se alteram.

Nas simulagoes conduzidas no ensemble NVE, a energia potencial e cinética
dos constituintes variam, a despeito da energia total do sistema molecular permanecer
constante. Para a descricao matematica do sistema fisico em andlise, consideremos um
conjunto de N particulas, as quais possuem as coordenadas espaciais representadas por
r = {r,..,ry} e momento p = {p;,.,pPy}. Logo, os microestados de um sistema
molecular sdo especificados pela posicdo e momento de todas as particulas do sistema
[138]. Assim, podemos escrever a hamiltoniana do sistema como fungdo do momento p; e

coordenada r; referente a particula 7, bem como segue exposto na Eq. (2.1)

N 2

Hlppr) = 2o -+ Viro), (2.1

em que m; corresponde a massa da particula i e V refere-se a energia potencial do sistema.
Em conformidade com a Eq. (2.1), tem-se que a hamiltoniana do sistema molecular é
funcao de 6/N varidveis independente, entre as quais 3N sao relativas ao momento e 3N
as posigoes das referidas particulas.

A vista desses fatos, uma vez obtida a hamiltoniana do sistema fisico sob anélise, é
possivel determinar, via os fundamentos da mecanica estatistica, as equagoes matematicas
que serao responsaveis por delimitar o movimento das particulas moleculares. Dessa forma,
a dindmica do sistema sera regida pelo conjunto de termos expressos pelas Egs. (2.2) e
(2.3):

OH oV
P; _871‘2- = _GTZ- = fiv (2'2)
OH  p;
_ b 2.
h 8pz my; ( 3)
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Objetivando-se o estudo da dindmica de um sistema molecular, as equacgoes de
movimento devem ser resolvidas para todas as particulas constituintes do sistema. Nesse
quadro, a evolugao temporal do sistema serd representada por uma trajetoria no espago
de fase, além de que cada ponto deste espaco multidimensional correspondera a um
microestado do sistema em um dado tempo. Em complemento, ao conjunto dos pontos
do espaco de fase, acessiveis a um determinado sistema fisico, da-se o nome de ensemble
estatistico [138]. Assim, dadas as condigoes iniciais, as solugoes da Eqs. (2.2) e (2.3) sdo
univocas e, desse modo, as trajetérias no espago de fase ndo se cruzam [138].

Ha, em adigdo, outra modelagem matemaética, na qual os sistemas fisicos analisa-
dos estao submetidos a temperatura (T), volume (V) e nimero de dtomos (N) constantes.
A este contexto, atribui-se o nome de ensemble candnico, ora chamado de ensemble NVT.
Desse modo, no dominio do ensemble candnico, a energia do sistema é trocada com o am-
biente externo através de um reservatorio intitulado de termostato, o qual é responsavel
por manter a temperatura do sistema fixa no valor desejavel.

Tratando-se das simulagoes por DM, existe uma variedade de métodos empre-
gados na modelagem dos termostatos, sendo que os mais recorrentes sao termostato de
Nosé-Hoover [139, 140], Nosé-Poincaré [141] e Berendsen [142]. A titulo exemplificativo,
segundo a metodologia proposta por Berendsen, para que ocorra o controle da tempe-
ratura do sistema, cada particula, em um determinado tempo de integragao, deve ter a
velocidade reescalonada de maneira a ajustar a energia cinética do sistema até atingir a
temperatura desejada.

Seguindo com as andlises estatisticas acerca das simulacoes envolvendo DM, as
quantidades fisicas e quimicas da matéria sdo determinadas a partir do estabelecimento
de médias temporais tomadas ao longo de uma determinada trajetéria. Nesse processo
de especificacao dos valores médios, habitualmente, toma-se a média de varios valores de
uma grandeza fisica, f, em um tempo, 7, muito longo. Sendo assim, o valor referente a

média estatistica é representado pela Eq. (2.4):

f=lim- / Ft)dt. (2.4)

T—00 T

Nas simulagoes de DM, a ideia de equilibracdo de um processo se refere a
estabilizacdo de suas propriedades fisico-quimicas, ou seja, esta relacionada ao contexto
no qual as propriedades nao se alteram significativamente e tém seus valores flutuando
em torno de uma média. Em situacoes nas quais o equilibrio nao tenha sido alcancado,
as propriedades termodinamicas apresentam comportamentos e variacoes nao condizentes
com as situagoes desejadas, por conseguinte, nao podendo ser comparadas aos resultados
experimentais. Dessa maneira, uma condi¢ao essencial nas simulagoes DM ¢é que o tempo
de simulacdo seja suficientemente longo para que as propriedades requeridas alcancem

situagoes de equilibrio [143].
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Ao assumirmos que a evolucao temporal dos sistemas simulados é regida por um
conjunto discretizado de passos de integracao, os quais sdo da ordem de fentossegundos
(fs), passamos a estabelecer que a dindmica do sistema nao produz informagoes tempo-
ralmente continuas. Por conseguinte, ao efetuarmos o encadeamento dos sucessivos passos
de integragdo, com o intuito de estabelecer o espaco de fase estatistico, teremos uma tra-
jetoéria discretizada. Nesse sentido, para as situagoes nas quais o tempo seja tomado como
parametro discreto e constituido por N passos, a média temporal de uma grandeza fisica

passa a ser representada pela Eq. (2.5):

N

}: (to + nAt), (2.5)

no qual ty corresponde ao tempo inicial de simulacdo e a expressao At representa o
intervalo temporal estabelecido para cada passo de integracao. Conforme apresentamos,
uma quantidade fisica é caracterizada por um correspondente tempo de relaxacao, 7,,
que representa o tempo necessario de espera até que o valor da propriedade fisica
observada alcance a situacao de equilibrio. Nesses casos, os valores das propriedades
passam a ter pequenas flutuagoes em torno das médias estatisticas e dizemos que o
equilibrio termodinamico foi alcancado. No mais, em situagoes nas quais o interesse esteja
nas propriedades estatisticas tomadas sobre o equilibrio, uma condicao indispensavel é
considerar ¢, > 7, [143].

Voltando a descri¢ao estatistica das propriedades fisicas e quimicas da matéria,
temos que o niimero de pontos no espaco de fase, em um determinado tempo ¢, serd descrito
pela func¢ao densidade de estados p = p(p,r,t). Portanto, a equacdo p = p(p,r,t)dp dr
representa o niimero de pontos com coordenadas compreendidas entre p : p+dp er : r+dr.
Fundamentado no conceito de densidade de estados, a média de um observavel fisico sera

calculada sobre o espago de fase sendo expressa pela Eq. (2.6):

/fp, p(p,r,t)dp dr
/p p,r,t)dp dr .

A equivaléncia entre as Egs. (2.6) e (2.4) é chamada de hip6tese ergédica [138], a

(2.6)

qual garante que, para grandes sistemas de particulas interagindo em equilibrio termodi-
namico, as médias tomadas sobre o parametro temporal estao proximas aquelas obtidas
a partir das médias espaciais [138]. Por isso, a hipdtese ergddica possibilitou relacionar,
de forma simples, uma abordagem tedrica de determinada quantidade as médias experi-
mentais definidas no sistema, isto é, valores médios de quantidade fisica observados no
laboratério. Em vista disso, a hipdtese ergddica proporciona uma abordagem direta e

imediata de justificar e dar significado fisico ao método de ensemble estatistico.
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Passos de integracao

A forma padrao adotada para a resolucdo numérica das Eqs. (2.2) e (2.3) é
resolvé-las em um contexto no qual o tempo seja tomado como um parametro discreto.
Geralmente, faz-se a aproximacao adicional de que as propriedades do sistema em ¢ + At
podem ser determinadas a partir das condigdes do sistema no tempo t. Ou seja, uma
implicacdo decorrente das simulagoes por DM é o fato de que a posicao e velocidade
relativas ao tempo t + At sdo determinadas a partir das forgas sobre os atomos que foram
especificadas em um instante anterior ¢[144].

Entre as varias abordagens numéricas propostas para a integracao das Egs. (2.2)
e (2.3), uma amplamente usada nas simula¢ées DM ¢é a concebida por Verlet [145]. Com o
intuito de apresentar o algoritmo de Verlet, consideremos a expansao, até a quarta ordem,

das posigoes r;(t + At) e r;(t — At) cujo resultado sera:

ri(t + At) = r(t) + vi(t) At + ai2<t>At2 + giét)Aﬁ + O(AtY), (2.7)
ri(t — At) =1;(t) — vi(t) Al + ai;t)m? - g@‘ét)m?’ + O(AY, (2.8)

sendo que: v; = dr;/dt (velocidade), a; = d?r;/dt?* (aceleragdo) e g; = d®r;/dt3. Somando

as Egs. (2.7) e (2.8) tem-se como resultado o algoritmo de Verlet para a posigao:
ri(t + At) = 2ri(t) — 1i(t — At) + a;(t) At* + O(AtY), (2.9)

em que o valor da posi¢ao em r;(t + At) foi calculada com uma precisdo da ordem de At?.
Subtraindo a Eq. (2.7) em (2.8) tem-se o algoritmo de Verlet para a velocidade o qual
Sera, expresso por:

vi(t) = A7 + O(A#?), (2.10)

nesse caso, o valor da velocidade foi determinado com uma precisao de segunda ordem.
Conforme apresentado na Eq. (2.9), a posigao da particula em um tempo t+At depende do
conhecimento da posi¢ao r;(t) bem como r;(t — At). Para o primeiro passo de integracao,
ou seja, t = 0 — At, faz-se necessario o conhecimento da posicdo das particulas em
t = —At, o que podera conduzir a problemas na inicializacao da DM.

Prosseguindo com as analises computacionais, ao promovermos adequacoes nas
Egs. (2.9) e (2.10), dé-se origem ao algoritmo numérico intitulado de velocity Verlet [146],
que tem a potencialidade de alterar o problema de inicializacao apresentado no modelo
de Verlet padrao. Nesse abordagem ressignificada, considera-se o valor da forca f; sobre

o atomo 7 constante durante o intervalo de tempo estabelecido entre t — ¢t + At.
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Em sintese, retratamos nas Eqs. (2.11) e (2.12) o algoritmo de wvelocity Verlet

usado para integracao das equacoes de movimento na modelagem DM:

r(t + At) = 2r;(t) + vi(t) + azé(t) At? + O(Ath), (2.11)

a;(t + At) + a;(t)
2

vi(t + At) = vi(t) + At + O(At?). (2.12)
Uma vez delimitados os algoritmos utilizados nas integracoes das equacoes de
movimento, resta-nos apresentar, de maneira resumida, um esquema que aborda os

estagios relativos ao processo de Dinamica Molecular, o qual sera:

1. Defini¢cao da composi¢ao do sistema, incluindo o niimero e tipo de atomos, sua

massa, carga elétrica e seu potencial de interacao entre os constituintes;
2. Atribuir valores iniciais (¢ = 0) as posigoes das particulas e as velocidades;

3. Definir o passo temporal para a integracao e o nimero de etapas de integracao (ou

seja, a duragao da simulagao);

4. Realizar a simulacao. Inicialmente, as posig¢oes e as velocidades das particulas sao
conhecidas, mas as forcas em (tf = 0) devem ser especificadas. Nas etapas de

integracao temos a seguinte sequéncia:
(a) Calcular as posicoes referentes ao passo t + At usando a Eq. (2.11);
(b) Calcular as forgas em t + At;
(c) Calcular as velocidades em t + At usando a Eq. (2.12);

(d) Fazer as andlises estatisticas com as posigoes e velocidades no passo t + At.
Nessa etapa, calculam-se os valores das grandezas fisicas relativas ao passo
atual e armazenam-se os dados de posicao e velocidade em um arquivo externo

para criar uma trajetéria de DM;

(e) Passar para o préximo passo de integragao;

5. Andlise dos resultados.

As etapas nas simulac¢oes por DM sao fixas, independente do sistema em estudo
[144]. Em um primeiro momento, haverd um tempo inicial no qual o sistema ainda
nao atingiu o equilibrio. Nessa situagao, havera desvios consideraveis nos valores médios
observados. Quando o sistema molecular atingir o equilibrio, as médias podem ser obtidas

através do formalismo da mecanica estatistica.
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Potencial intermolecular e simulagoes por DM

Seguindo com as andlises dos conceitos fundamentais associados a DM, passemos
ao estudo da modelagem computacional conhecida como campo de forga, em inglés Force
Field. Nessa modelagem, um conjunto de fungoes e parametrizagoes serao usadas para
determinar a energia do sistema durante as diversas etapas da evolucao temporal do
sistema fisico [143]. Qualquer campo de forca estabelece um agrupamento de equagoes
matematicas que reproduzem os varios aspectos da DM. Aspectos esses como estiramento
de ligagoes quimicas, deformacgoes angulares, tor¢des moleculares entre outros.

A consideragao fundamental acerca da determinacdo do campo de forga, no
contexto da simulagoes envolvendo a DM, é a aproximagao de Born-Oppenheimer [17] que
permite separar o movimento dos elétrons do movimento do niicleo, maneira pela qual é
possivel escrever a energia do sistema apenas como fun¢ao das coordenadas nucleares e os
elétrons nao participam ativamente como estruturas individuais na descricado energética
do composto molecular em questao [147].

Outra consideracao de fundamental importancia na construgao e validagdo do
campo de forga é o chamado principio da aditividade e transferibilidade [147]. O Principio
da aditividade significa dizer que a energia potencial de qualquer sistema fisico pode
ser escrita como a soma das diferentes energias potenciais envolvidas na estruturacao
da conformagao espacial de um composto molecular. Por outro lado, o principio da
transferibilidade significa afirmar que a descri¢ao da energia potencial, desenvolvida para
um pequeno grupo de moléculas, pode ser estendida para um aglomerado maior de
estruturas com propriedades fisicas e quimicas similares [147].

Além desses principios fundamentais, ha de se observar que, sendo o caso de
simulagdes computacionais nas quais as grandezas fisicas nao tenham dependéncia com
o parametro temporal, o problema na modelagem do campo de forca se reduz ao
calculo da energia em uma dada configuracao espacial. Nesse cenario, usando o principio
da aditividade, a energia total do sistema sera descrita como a soma das diversas
contribuigoes energéticas necessarias a fim de levar o sistema molecular de uma disposi¢ao
geométrica inicial a uma configuragao final. O resultado da energia total obtido a partir

do principio da aditividade pode ser acompanhado na Eq. (2.13):
VFF = Vstr + Vbend + Vtors + anig- (213)

nos quais Vg corresponde a energia total do sistema, Vg, a energia de vibragao molecular,
Viena & energia relativa ao processo de deformacao angular, V., ao processo de torgao,
enquanto que o termo V,;, corresponde a energia dos termos nao ligados. No mais,
expressamos, na Fig. (2.1), uma representacao das diversas contribui¢oes energéticas

envolvidas na modelagem do campo de forga.
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Vtors
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Figura 2.1: Energia potencial envolvida na determinacao do campo de forga para simula-
¢oes DM. Vg, representa a energia de vibracao molecular, Vy.,q a energia de deformacao
angular, Vs 0 processo de torgao, enquanto que o termo V,;, corresponde a energia dos
termos nao ligados.

Sobre as interagoes mantidas entre os constituintes moleculares, podemos dividi-
las em dois grupos distintos. O primeiro deles esta associado as interacoes intermediadas
por ligagoes quimicas (em inglés, bonded). A exemplo dessas interagoes, citamos as energias
relativas a vibragao molecular, a deformacao angular e aos potenciais de torcao, ao
passo que as interacgoes pertencentes ao segundo grupo sao constituidas pelas chamadas
interagbes nao ligadas (non bonded). Como exemplo das interagoes pertencentes ao
segundo grupo, ressaltamos as interagoes de Coulomb e van der Waals (vdW).

A metodologia associada ao campo de forca substitui o potencial de interacao
real por um modelo simplificado com a viabilidade de permitir simula¢des computaci-
onais em ambientes impraticdveis empiricamente [15]. Todavia, para que um modelo de
campo de forca seja adotado com eficiéncia e reproduza os resultados experimentais, duas
propriedades sobre a modelagem matematica do potencial de interacao devem ser levadas
em conta no momento da formulagao do campo de forca. Em um primeiro momento, o
modelo matematico proposto deve ser simples o suficiente para que possa ser implemen-
tado computacionalmente e, em segundo momento, o modelo proposto deve reproduzir os
resultados experimentais de interesse.

Isso posto, ha, na literatura cientifica, uma série de campos de forca voltados a
descrever compostos moleculares especificos. Nesse cenédrio, um campo de forca de relevado
destaque é o intitulado de UFF (em inglés, Universal Force Field) [148] que contém
parametros sobre todos os atomos da tabela periédica. Outros campos de forca, tais
quais, CHARMM36 [149], AMBER [150] e GROMOS [151] sao amplamente empregados
nas simulagoes envolvendo compostos biomoleculares. Ademais, podemos citar ainda os
campos de forca OPLS [152] ¢ COMPASS [153] que sdo comumente empregados nas
simulagoes envolvendo fisica da matéria condensada. Ainda nesse contexto, destacamos o
trabalho apresentado em [154] que versa sobre a construgao de campo de forga especifico
para a descricao e caracterizacao das simulacoes computacionais envolvendo os liquidos

i6nicos.
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Vibragao molecular

Na secao anterior, apresentamos os conceitos gerais relacionados ao campo de
forca e dispomos sobre sua importancia para as simulagbes computacionais. Agora,
faremos uma célere descricao sobre os modelos matematicos que descrevem as interacoes
moleculares do campo de forca. Em linhas gerais, tratando-se das expressoes matematicas
relacionadas a vibracao, a compressao e ao estiramento das ligacdes molecular entre dois
atomos, estas serao obtidas a partir da expansao em série de Taylor do potencial de
interacao em torno da posicao de equilibrio. Portanto, temos que a expansao do potencial

associado a vibragao sera representado por [147]:

V(d) = V(do) + VIV (do)(d — dy) + ;V(Q)(do)(d —dy)?. (2.14)

O primeiro termo da expansao serd o valor da funcao calculada em torno da posicao
de equilibrio e podera ser escolhido como sendo zero em virtude de nao interferir na
determinacao da forca sobre o atomo. O segundo termo também serd zero em virtude
da expansao ser realizada em torno do valor minimo da energia potencial. Desse modo,
o potencial referente a vibragdo molecular sobre todos os atomos do sistema fisico em

questao sera expresso por:
k
V)= Y 2(d - dy)?. (2.15)

pares 2

Segundo a Eq. (2.15), temos que o potencial de vibragdo de uma molécula é representada
por um oscilador harmonico. O termo dy corresponde ao valor de equilibrio da ligagao e
podera ser determinado empiricamente através de experimentos como difracdo por Raio-X
[15]. O termo k,; corresponde a constante de mola referente as oscilagoes dos atomos na
ligagao e seu valor pode ser estimado através de técnicas experimentais como espectro por
infravermelho ou Raman [15].

Duas questoes relevantes sobre a modelagem das ligacoes quimicas usando o
potencial harmonico devem ser ressaltadas. O primeiro aspecto diz respeito a descri¢ao da
interacao através do potencial harmonico apresenta erros consideraveis quando estamos
tratando deslocamentos que correspondem a cerca de 10% do tamanho do valor da ligacao
em equilibrio [15]. Segunda questdo a ser considerada é o fato de que, via potencial
harmonico, nao existem rupturas nas ligagoes interatomicas. Tal resultados é decorrente
do algoritmo intitulado de LINCS (Acrénimo inglés para LINear Constraint Solve) [155]
que, a cada passo de integragao, redefine os vinculos existentes entre as particulas do
sistema como distancias e angulos.

A descricdo harmonica para a interacdo internuclear é eficaz e suficientemente
ttil no tratamento de varias estruturas em equilibrio termodinamico [156]. Contudo, para
a efetivacao de descrigoes mais precisas e proximas a realidade empirica, existem outras

abordagens comumente usadas na literatura cientifica, a exemplo da inclusdo de ordens
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superiores na expansao em série de Taylor da energia potencial. Tal abordagem, porém,
tem em contrapartida a extensao do custo computacional inviabilizando a descricao para
sistemas com um maior nimero de elementos constitutivos [157].

Outro modelo computacional amplamente utilizado para descrever as interagoes
entre moléculas diatomicas é o denominado de potencial de Morse [158]. Este modelo
tedrico, quando comparado com as descrigoes tradicionais, apresentou uma maior eficacia
para a descricao da vibragdo molecular, além de permitir a modelagem para a quebra
de ligagoes quimicas [147]. O potencial de Morse é expresso por intermédio da seguinte

expressao:

V(d) = D(1 — e Ald=d02 _ D (2.16)

em que D e [ sao parametros relacionados a profundidade e a largura do pogo de potencial,
respectivamente, ao passo que o valor dy corresponde ao ponto no eixo x onde o potencial
atinge seu menor valor.

Com o intuito de apresentar a diferenca entre o potencial de Morse e o potencial
harménico, mostramos, na Fig. (2.2), a interagdo de Morse, em funcao da distancia
internuclear, juntamente com a interacdo harmonica. Sendo assim, vemos que a descri¢ao
harmonica vale para um limite muito estreito de vibracdo em torno da posicao de
equilibrio, enquanto que para situagoes mais realistas o potencial de Morse descreve com

mais detalhe a interacao diatomica.

Energia

Separacao internuclear (r)

Figura 2.2: Representacao do potencial de Morse em fun¢do da distancia internuclear.
Conjuntamente expomos o potencial harménico (vermelho e tracejado). Para maiores
distancias internucleares, a diferenca é mais intensa. O conjunto massa-mola, apresentado
no topo da figura, ilustra o carater oscilatorio da vibragao molecular.
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Deformacao angular

Prosseguindo com a descricdo dos modelos matematicos relacionados ao campo
de forca, passemos ao estudo das interagoes associadas a deformacgao angular. A vista
disso, estas interacdes estdo associadas a energia necessaria para distorcer, em uma
determinada configuragao espacial, uma ligacao quimica estabelecida entre trés atomos,
assim como pode ser acompanhado na Fig. (2.3). De modo andlogo ao desenvolvido para
o caso do potencial associado a vibracao molecular, a deformacao angular também pode
ser expandida em série de Taylor em torno do angulo de equilibrio. Usando os mesmos
argumentos conceituais desenvolvidos na vibracao molecular, constatamos que o potencial
associado a deformacao angular é expresso por [147]:

kg
V)= Y —(0-106) (2.17)
Angular 2
sendo que ky € a constante de forca relacionada a deformacao angular, 6, corresponde ao
angulo de equilibrio e a soma é realizada sobre toda as interagoes estabelecidas entre trés
atomos.

A descricdo harmoénica utilizada para efetuar a modelagem matematica da
deformacao angular é muito adequada em diversas simulagoes computacionais envolvendo
o campo de forga [156]. Entretanto, para descrigdes mais realistas e com a necessidade de
maior precisao, utiliza-se a inclusao de termos de ordem superior na expansao do potencial
de interacao. Assim, para efeito de ilustracdo da afirmacgdo anterior, apresentamos o
resultado descrito na referéncia [156] sobre o estudo comparativo entre a energia referente
a deformacao angular para o composto C'H4 obtida a partir de trés métodos: calculo
de estrutura eletrénica, expansao em segunda ordem e expansao em terceira ordem do
potencial de interacgao.

Nesse aspecto, segundo os resultados apresentados em [156], a eficicia do modelo
harmonico estda em torno de + 30°, enquanto que a eficicia associada a expansao de
terceira ordem estd compreendida em =+ 70°. Dessa forma, as andlises dos resultados
indicam que a expansao em terceira ordem esta em maior consonancia com os dados
experimentais, contudo, observa-se que o aumento de eficacia estd associada ao aumento

do custo computacional.

0o

Figura 2.3: Potencial relativo a deformacao angular.
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Potencial de Urey-Bradley

O potencial de Urey-Bradley esté relacionado a deformacao angular, a vibracao
molecular e as forcas atrativas existentes entre as estruturas moleculares em compostos
constituidos por trés atomos [159]. Nesse aspecto, apresentamos, na Fig. (2.4), a represen-
tagdo esquematica da dinamica de interagao entre trés atomos de um composto quimico,
regido pelo potencial de Urey-Bradley.

Inicialmente, as ligagoes estabelecidas entre os &tomos A e B formavam um angulo
inicial 0, e estavam separados por uma distancia Sy. Durante os processos de deformacao
angular e vibragao molecular, os &tomos A e B estao sujeitos aos potenciais harmdnicos
resultando na oscilagdo em torno do angulo e posi¢ao de equilibrio. Em seguida, a distancia
entre os atomos A e B passam a ser S e o angulo de interagao passa a ser . Para efetivacao
de calculos mais detalhistas sobre o potencial do sistema em estudo, a interacao entre os
atomos nao ligados A e B é modelada na forma de oscila¢gbes harmonicas compreendidas
como potencial de Urey-Bradley que leva em consideracao as forgas de deformagao e
alongamento bem como forgas repulsivas entre os atomos A e B. Matematicamente, temos

que o potencial é expresso por [147]:

V(S)= > kgB(S — S0)?, (2.18)

U-B

em que kyp é a constante de mola referente as ligagoes dos atomos A e B.

Figura 2.4: Potencial do modelo de Urey-Bradley.

Potencial de torcao

Na descri¢ao do potencial total envolvido no sistema em analise, o termo intitu-
lado potencial de torcao descreve a energia requerida para efetuar uma rotagao em torno
de uma ligacao quimica covalente em uma estrutura molecular contendo quatro dtomos
[147]. Posto isso, podemos acompanhar, na Fig. (2.5), a mudanca geométrica ocorrida
em torno da ligacao entre os atomos A e B. Inicialmente, o dngulo estabelecido entre as
ligacbes A — D e B — C' era wy. Com o inicio do processo relativo a Dinamica Molecular,

o angulo de torgao passou a ser w com possiveis valores entre [0,27].

& Instituto de Fisica — UFG



2.4. Acoplamento de pressdo 44

Wo - w

Figura 2.5: Potencial de tor¢ao em torno dos atomos A e B.

Pode-se mostrar, em decorréncia da decomposicao em séries de Fourier, que a

energia relativa ao potencial de tor¢ao é determinada por [147]:

V(w) =Y Vycos(nw), (2.19)

n=1
cujo termo n = 1 descreve uma rotacao com periodicidade de 360°, n = 2 uma rotagao de
180°, n = 3 uma rotacao de 120° e assim por diante, enquanto que o termo V,, corresponde

a constante associada a rotagdo em torno das ligagoes A — B.

Acoplamento de pressao

No processo de simulacao computacional realizado por DM, o acoplamento de
pressao sobre o sistema pode ser ajustado em trés estruturas basicas, que estao dispostas

na Fig. (2.6). Nesse aspecto, temos os seguintes acoplamentos:

1. Isotropico: Neste protocolo, as pressoes nas trés diregoes espaciais estao acopladas,
ou seja, a variagao no volume da célula de simulacdo é acompanhada das variagoes
nas trés dimensoes espaciais da caixa de simulacao a partir do mesmo incremento.

Fig. (2.6.A).

2. Semi-isotropico: Neste caso, apenas as pressoes nas diregoes ¢ e j estdo acopladas.
Esse protocolo resulta que as variagoes ao longo das diregdes ¢ e j ocorrem com o

mesmo incremento. Fig. (2.6.B).

3. Anisotrépico: Neste processo, ndo existe correlacdo entre as pressoes ao longo dos
trés eixos cartesianos. As variagoes das dimensoes da caixa acontecem de forma
independentes. Fig. (2.6.C).
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Figura 2.6: Acoplamento de pressdo nas simulagdoes DM. Em A), temos o acoplamento
isotropico, resultando em uma mudanca com o mesmo incremento nas trés dimensoes
espaciais. Em B), o processo semi-isotrépico com a mesma flutua¢ao nas diregoes i e 5
Em C), o caso anisotropico sem qualquer correlagao entre os valores das pressoes.

Nas simulagoes computacionais envolvendo DM, as propriedades fisico-quimicas
de compostos moleculares obtidas a partir de calculos numéricos sofrem consideraveis
influéncias devido as alteragoes sobre os parametros metodoldgicos escolhidos no inicio
da simulagao [160]. Mudangas nos parametros externos como: altera¢do no alcance da
soma de Ewald, modificacdo sobre truncamento nas interacoes de Coulomb e tamanho
dos passos de integracao nas simulagoes envolvendo bicamadas lipidicas sao relatadas por
Anézo et al, em [160], o qual apresenta as implicagoes imediatas que essas mudangas tém
nas propriedades estatisticas.

Em [161], também ¢é relatada por Tieleman et al, a influéncia das variagoes
dos parametros externos sobre as propriedades medidas. Parametros como: condic¢oes
de contorno, alteracao do modelo que descreve as moléculas de agua e mudanca nos
parametros associado ao potencial de Lennard-Jones entre os atomos de carbono e
molécula de agua afetam, consideravelmente, as propriedades fisicas medidas.

No que tange ao acoplamento de pressdo nas simulagoes computacionais, em [162],
sao apresentados os efeitos que diferentes acoplamentos de pressao tém sobre a organizagao
espacial de moléculas de lipidios autoajustaveis quando essas estao solvatadas em agua.
Finalmente, o ajuste inadequado de pardmetros externos sobre a amostra molecular
resultara em propriedades fisicas e quimicas diferentes daquelas pretendidas e observadas

empiricamente.
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Condicoes peridédicas de contorno

Na modelagem computacional denominada condi¢ao periddica de contorno ou
PBC (acrénimo da expressao inglesa Periodic Boundary Conditions ), uma unica célula
de simulagao pode ser replicada, indefinidamente, nas trés dimensoes do espaco euclidiano
[143]. A replicagao da caixa de simulagao, nas dimensoes espaciais, é praticada em virtude
da impossibilidade computacional de realizar simulagbes com um ntimero muito grande
de elementos.

Sendo assim, PBC tem o intuito de eliminar efeitos indesejaveis decorrentes da
limitacao no nimero de constituintes da amostra simulada. Em outros casos, sao realizadas
simulagbes computacionais onde se deseja obter as propriedades fisicas e quimicas da
amostra sem levar em consideragdo o efeito de borda. Nessas circunstancias, o emprego
de PBC se mostra muito recorrente, bem como relatado por Dokholyan, em [143].

A disposicao espacial mais comum utilizada para a estruturacao da célula central,
nas simulagoes de DM, é o formato ctubico. Entretanto, a depender do contexto analisado,
como em simulagoes envolvendo cristais, sao requeridos formatos como caixas ortorrom-
bicas, sistema cristalino triclinico, formatos hexagonais, octaedro e dodecaedro [157]. As
caixas centrais na forma de dodecaedro e octaedro sdo mais préximas as estruturas es-
féricas e, por isso, sdo mais apropriadas no estudo e descricio de macromoléculas com
formatos esféricos [163].

Outra propriedade relevante na modelagem PBC é a simetria translacional
associada a cada constituinte do sistema, ou seja, durante a simulacao, alguns elementos
podem deixar a caixa central e serao substituidos automaticamente por suas replicas na
faceta oposta da caixa central. Esse procedimento garante que, durante todos os passos
da simulacao, as quantidades dos elementos analisados sejam as mesmas que inicialmente
haviam sido propostas.

Em um primeiro momento, as particulas da caixa central de simulagao interagem
entre si e com toda as particulas imagens das caixas replicadas, impossibilitando a
determinacao da energia de interagdo do sistema e a determinacao das propriedades
estatisticas. Desse modo, simplificagoes serao realizadas a fim de tornar pratico o cédlculo
da energia potencial entre os constituintes do sistema.

Na pratica, o que acontece é o estabelecimento de uma abordagem intitulada de
“convenc¢ao da minima imagem”. Nesse caso, os calculos das interagoes serao limitados
para um dado valor especifico, intitulado de raio de corte. Por convencao, o raio de corte
assume valores menores que a metade da dimensao da caixa de simulagao. Essa convencao
sobre o raio de corte é particularmente 1til por permitir a interacao de cada particula
do sistema apenas com as imagens replicadas evitando termos de autointeragao [164].
Para efeitos ilustrativos, expomos, na Fig. (2.7), a representacao da PBC em um sistema,

biolégico formado pelo composto AgD.
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Figura 2.7: Condigao peridédica de contorno aplicada a caixa central. Composto simulado:
peptideo AgD. Em vermelho, temos a caixa central de simulagdo que sera replicada nas
trés dimensoes espaciais. Quando uma particula deixa a caixa de simulacao, ela entra no
lado oposto mantendo o niimero de particulas na caixa central constante.

Métodos de constricao

Nas simulac¢oes envolvendo DM, as constrigdes sao métodos computacionais
empregados para manter a integridade das ligagdes quimicas, bem como o estiramento
linear e angular das interagoes entre os atomos simulados [165]. Outrossim, os métodos
de constricdo também permitem controlar os modos vibracionais de alta frequéncia,
regulando, entdo, a temperatura do sistema [166].

Existem varias modelagens computacionais que estabelecem os parametros de
constri¢cao que serao usados durante as simulagoes. Em relagao ao programa GROMACS,
este, como padrao, utiliza o algoritmo LINCS (em inglés, LINear Constraint Solver) [167],
muito embora possa, também, utilizar o algoritmo SHAKE [168] a critério do usuério.

O algoritmo LINCS, via multiplicadores de Lagrange, aplica constrigbes aos
parametros do sistema, de maneira que, quando o sistema molecular se torna instavel,
ou seja, as vibracoes moleculares, angulos e distancias interatémicas se tornam muito
elevados em relagao a um parametro estabelecido, a simulacao é interrompida, retornando

um aviso de erro ao usuario.
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Simulacoes umbrella sampling

No ambito das simulagoes in silico, existe uma relacao direta entre a dimensao
do sistema analisado e o custo computacional efetivamente necessario para que seja
possivel executar tais simulacdes. Em vista disso, ha de se observar que, ao aumentar as
dimensoes do sistema analisado, seja ampliando o nimero de constituintes moleculares,
seja estendendo o intervalo de tempo simulado, o custo computacional aumentara na
mesma proporcao.

Sobre as simulacoes desenvolvidas no presente trabalho, estas foram conduzidas
em intervalo de tempo da ordem de nanossegundos. Todavia, processos fisico-quimicos
levada a cabo em laboratérios acontecem em escalas de tempo muito mais longas. Dessa
forma, caso desejassemos conduzir nossas simulagdes computacionais em intervalos de
tempos mais elevados, digamos, da ordem de milissegundo, precisariamos potencializar os
recursos computacionais, bem com o respectivo tempo computacional seria estendido em
demasia, tonando a simulagao, por vezes, impraticavel.

Isso posto, nas ultimas décadas, diversos esforcos cientificos foram empregados
com o objetivo de viabilizar a execucao de simulagdes mais complexas e com elevados
valores para os tempos de simulagao. Entre as diversas propostas adotadas, podemos citar
uma denominada de coarse-graind [169], na qual, os atomos do sistema nao sao tratados
individualmente, ao invés disso, as moléculas, ou regiao do sistema, sao consideradas como
subgrupos, reduzindo, dessa forma, o calculo computacional. Usando o referido modelo, os
tempos de simulagdo podem ser aumentados, aproximando-se daqueles valores observados
para os experimentos quimicos ou biolégicos, sem a contrapartida do aumento do custo
computacional.

Ainda sobre a tematica relacionada ao custo operacional, outra questao se mostra
pertinente: qual seria o tempo necessario para que sobrevenha eventos mais raros? Ou seja,
quanto devo aguardar para que a minha simulacao acesse aos microestados de um sistema
fisico com baixa probabilidade de ocorréncia? Nesses casos, ha a possibilidade de que
alguns desses eventos, de maneira natural, nao ocorram, ou, para que se efetivem, seria
necessario conduzir simulagoes por tempos suficientemente longos, o que, de certa forma,
inviabilizaria as pesquisas cientificas levadas a cabo pela sistematica computacional.

Dessa forma, uma outra abordagem comumente empregada na literatura cientifica
consiste em estabelecer métodos computacionais nos quais a frequéncia que determinados
eventos ocorrem seja significantemente aumentada, fazendo com que as amostras esta-
tisticas tornem-se mais eficientes e reproduzam as propriedades estatisticas de interesse.
No mais, tratando-se de mecanica estatistica, o calculo das propriedades fisicas passa,
indubitavelmente, por médias estatisticas tomadas sobre uma elevada quantidade de mi-
croestados, gerando, caso isso nao ocorra, uma divergéncia entre os resultados teodricos e

experimentais.
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Expomos tal narrativa para apresenta que, de um ponto de vista estatistico,
esperar que o sistema molecular, por si s0, atinja alguns estados do sistema de maneira
espontanea, nao é a melhor sistematica adotada. Nesse quadro, torna-se fundamental
estabelecer métodos aproximativos que tenham a intencao de levar o sistema fisico
a lugares sobre a curva de potencial que, naturalmente, nao seriam alcangados. Por
conseguinte, varias metodologias computacionais foram desenvolvidas com o propédsito
de aprimorar as amostras estatisticas, de forma a conduzir o sistema fisico aos estados
energéticos com baixa probabilidade de ocorréncia. Entre as propostas computacionais
direcionadas a este fim, citamos umbrella sampling [170] e umbrella sampling adaptativa
[171], cada qual com sua especificidade e campo de atuagao.

Os métodos supracitados voltados a obtengao do melhoramento das amostras
estatisticas focam na exploragao do conceito de energia livre. Entao, para que seja possivel
determinar a dinamica do sistema molecular e, consequentemente, as propriedades fisicas e
quimicas da matéria, uma condigao indispensavel é conhecer sua energia como fun¢ao das
diversas coordenas internas do sistema. Nesse contexto, denomina-se potencial de forca
média, em inglés, Potential of Mean Force (PMF) [172], a energia livre de um sistema em
funcao de uma determinada coordenada genérica. Essa modelagem matematica é utilizada
para avaliar a dependéncia existente entre as coordenadas genéricas usadas e as mudancas
nos termos da energia livre.

De todo modo, sao necessarios métodos computacionais que sejam capazes de le-
var o sistema sob estudo aos estados energéticos que nao seriam alcancados naturalmente,
mapeando toda a estrutura do PMF. Nesse interim, uma metodologia que ha muito tem
sido empregada no ambito das simulagoes computacionais é aquela intitulada de umbrella
sampling. Segundo os fundamentos dessa abordagem, creditada a Torrie e Valleau [170],
particiona-se o intervalo energético de interesse em regioes menores, que serao simula-
das individualmente. Em cada uma dessas regioes, sera adicionado um potencial extra,
geralmente uma funcao harmonica, forcando a amostra a atingir estados com baixa pro-
babilidade. Ao final das etapas de simulagao, a soma dos potenciais obtidos em cada uma
das regioes correspondera a curva energética do sistema.

Quanto as simulacoes conduzidas no software GROMACS, efetua-se a metodo-
logia de umbrella sampling, entre outras formas, pela abordagem computacional deno-
minada de pulling [173]. Consoante essa sistemdtica, a forca média entre os centros de
massa de dois grupos previamente selecionados serda determinada a partir de uma técnica
de extracao ou, a depender do interesse, através de sucessivas inser¢oes moleculares. Seja
como for, progressivamente, os grupos pré-selecionados sao espacialmente separados. Ao
final da abordagem, o processo de umbrella sampling sera realizado sobre as configuracoes
obtidas pela método de pulling, gerando, portanto, a energia livre do sistema molecular

e, consequentemente, as propriedades fisicas e quimicas de interesse.
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Ligacao de hidrogénio

A ligagao de hidrogénio (LH) pode ser conceituada como uma interagao atrativa
intermolecular estabelecida entre uma regiao de alta densidade eletronica e uma molécula
de hidrogénio [174]. Dentre as diversas interagoes intermoleculares existentes entre as
moléculas de agua, a LH exerce um papel central. Nesse quadro, a titulo exemplificativo,
essas ligacoes sao imprescindiveis no ambito das estruturas biolégicas, tal qual ocorre com
o estabelecimento de conformagdes tridimensionais das moléculas de proteina e do DNA
[175].

Quanto aos parametros norteadores utilizados na mensuracao das LHs, diz-se que
essas ligagoes apresentam um carater direcional, ou seja, o estabelecimento e a manutencao
das ligagoes de hidrogénio guardam uma forte dependéncia com os angulos e as distancias
interatdmicas existentes entre os participantes do processo de interagao [174]. Dessa forma,
pode-se afirmar que o parametro mais simples e imediato utilizado para a definicao das
ligagoes de hidrogénio seria o critério geométrico, no qual, o computo das LHs leva em
consideracao as distancias e os angulos mantidos entre o hidrogénio da espécie doadora e
o atomo eletronegativo da espécie receptora.

Seguindo com as defini¢es utilizadas no critério geométrico, expomos, na Fig.
(2.8), os pardmetros espaciais empregados pelo software GROMACS [173]. Nesse aspecto,
as ligacoes quimicas foram representadas na forma de linhas tracejadas. De outra parte,
adotamos as seguintes orientacoes para a identificagao das LHs: » < 0,35 nm e a < 30°,
sendo que r é definido como a distancia entre um atomo doador e um atomo receptor
das ligagoes de hidrogénio e v é o angulo existente entre o dtomo de hidrogénio e os
atomos doadores e receptores. Em adigao, segundo a modelagem computacional proposta
por Luzar e Chandler [176], esses valores numéricos tomados para as distdncias e para os
angulos podem ser obtidos a partir da funcao distribuicao radial da distancia e da fungao

distribuicao angular, respectivamente.

Figura 2.8: Critérios geométricos utilizados na caracterizacdo das LH. H representa o
atomo de hidrogénio, D o atomo doador e R é o atomo receptador.
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Um tltimo aspecto a ser abordado diz respeito ao computo do tempo de vida
das ligagoes de hidrogénio. Nesse ambito, as fungoes de autocorrelacao sao metodologias
apropriadas para a descri¢ao das propriedades fisicas que possuem dependéncia temporal.
Em [176], Luzar e Chandler, via a utilizacao dos critérios geométricos supracitados, defi-
niram um pardmetro h(t), intitulado de operador de populacao de ligacao de hidrogénio,
que retrata a dindmica das LHs. Tal pardmetro assume o valor unitario quando um par
de atomos especificados mantém-se unidos por intermédio da ligacao de hidrogénio e nulo
na situacao oposta. Dessa forma, a Eq. (2.20) retrata a probabilidade de que uma LH seja

sustentada em ¢ > 0, uma vez que ela existia em ¢ = 0 s.

(2.20)

em que, h(0) é o valor do operador em ¢t = 0 s e (h) corresponde a média temporal de
h. Enfim, futuras andlises que versam sobre as ligacao de hidrogénio, bem como aquelas
direcionadas a caracterizacao dos respectivos tempos de vida serao devidamente abordadas

nos proximos capitulos desta tese.
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CAPITULO

MEMBRANAS PEPTIDICAS EM LIQUIDO
IONICO

Avaliaremos, ao longo deste capitulo, o comportamento, tanto energético quanto
estrutural, de membranas peptidicas, quando estas estdao imersas em liquido i6nico (LI).
O referido interesse é decorrente tanto das caracteristicas ecologicamente viaveis que as
membranas construidas a base dos aminoacidos possuem, quanto das potenciais aplica¢oes
dessas membranas como eletrodos de supercapacitores orgénicos [84]. De todo modo, a
utilizagdo desses compostos organicos biodegradaveis estda no cerne da area de pesquisa
conhecida como "quimica verde”, a qual aponta um interesse pelo desenvolvimento de
compostos que nao sejam nocivos a saide e ao meio ambiente.

A vista dessas mencionadas potencialidades, recorreremos & DM com o intuito de
buscar indicios que apontem a existéncia de estabilidade energética e estrutural relativas
as membranas peptidicas imersas no LI. Assim sendo, a teoria associada a mecénica
estatistica é de suma importancia nesse estudo investigativo. Por ultimo, segue exposto,
na Fig. (3.1), a representacdo molecular do processo de formagao da membrana (AgD)gp,

processo esse que sera retratado nas proximas secgoes.

Figura 3.1: Processo de montagem da membrana (AgD)gp. CHO = Colina (Verde), GLY
= Glicina (Amarelo), A = Alanina (Azul) e D = Acido Aspértico (Vermelho).
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Dinamica Molecular: Preparacao inicial e resultados

Estruturas membranares

Iniciaremos a presente secdo, fazendo uma abordagem geral sobre as técnica
computacionais que foram empregadas para a construgdo, tanto das nanomembranas,
quanto do liquido i6nico, bem como discorrermos sobre os resultados que foram alcanca-
dos. Quanto as andlises dos resultados, nossas avaliagOes estardao centradas em aspectos
energéticos e estruturais relativos as seis nanomembranas. Também ressaltamos que as re-
feridas membranas foram formadas a partir da justaposicao de mondémeros de polipeptideo
dispostos na conformacao folha-£.

No que tange a constru¢ao dos monomeros polipeptidicos, a cauda do reportado
monomero foi estruturada tendo como base os aminodcidos apolares alanina (A/ALA)
ou leucina (L/LEU), seguida por um dos grupos polares: lisina (K/LYS), dcido aspértico
(D/ASP) ou arginina (R/ARG), sendo estes aminoacidos utilizados para a construgao da
cabeca eletricamente carregada do monémero. Em decorréncia dos aminoacidos utilizados
nas construgoes das "cabecas” polares dos monomeros, as moléculas AgX possuem cargas
elétricas liquidas iguais a —1e, +1e e +1e, respectivamente, para as estruturas AgD, AgK
e AgR, enquanto que para as construgoes LgX, as cargas elétricas sdo iguais a —le, +1e
e +1e, respectivamente, para os compostos LgD, LgK e LgR. As seis moléculas utilizadas
na construcao das nanomembranas estao dispostas na Fig. (3.2), ao passo que nas Figs.
(3.3) e (3.4) apresentamos as configuragoes iniciais para as estruturas membranares AgX
e LgX (com X = D, R ou K), respectivamente.

Acerca das etapas destinadas a constru¢ao das nanomembranas, em um primeiro
momento, foram construidos dimeros - os quais sao entendidos como uma molécula
formada por duas unidades similares - para os compostos AgX e LgX e estes foram
replicados nas dire¢oes X e Y do eixo cartesiano a uma proporcao de 5:9 [6:5] dimeros.
Ao final do processo de replicacdo, obtivemos as membranas (AgX)oo [(LsX )e0], nas
quais os subindices apresentados nas estruturas membranares correspondem ao nimero
de mondmeros presentes em cada membrana. Além disso, temos que cada membrana tera
a superficie recoberta por um dos aminoacido X (= D, R ou K) a depender da estrutura
biolégica sob andlise.

Em sintese, retratamos, nas Tabelas (3.1) e (3.2), as principais caracteristicas
associadas aos monomeros e as membranas simuladas. Mostramos as informacoes relativas
ao numero de atomos que compoem cada mondmero, com valores iguais a 75, 85, 87, 129,
139 e 141 para os compostos AgD, AgK, AgR, L¢D, LK e LgR, respectivamente. Outras
informagoes indicam as dimensdes iniciais (Xg, Yo, Zo) das caixas de simulagdo, bem
como os valores finais (Xy, Yy, Zy) obtidos ap6s as simula¢oes de DM. De mesmo modo,

ressaltamos a area média ocupada por cada peptideo presente na membranar.
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(a) (Alanina)g(Acido Aspartico)/A¢D  (d) (Leucina)g(Acido Aspartico)/LgD

f) (Leucina)g(Arginina)/LgR
(c) (Alanina)6(Arginina)/A6R# 0 / JolArg )/Le #

D e

Figura 3.2: Estruturas das seis moléculas estudadas neste trabalho. (a) AgD, (b) AgK,
(c) AgR. (d) LgD, (e) L¢K, (f) L¢R. Esfera azul = Atomo de nitrogénio; Esfera branca
= Atomo de hidrogénio; Esfera vermelha = Atomo de oxigénio; Esfera verde = Atomo de
carbono.

[CHOJ[GLY]

R R e B AR AR SR

P 2ol o 3o B 2 2 d 2

Figura 3.3: Visao superficial e lateral das trés membranas AgX, juntamente com o par
colina/glicina, [CHOJ[GLY], relativo ao liquido iénico. A = Alanina (azul), D = Acido
aspartico (vermelho), K = Lisina (marrom), R = Arginina (cinza), CHO = Colina (verde),
e GLY = Glicina (amarelo).
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Plano XY Plano X7 Plano YZ [CHOJ[GLY]
mateatnainatod 3t % 4 4 R R x X ;

Figura 3.4: Visao superficial e lateral das trés membranas LgX, juntamente com o par
colina/glicina, [CHO][GLY], relativo ao liquido iénico. L = Leucina (rosa), D = Acido
aspartico (vermelho), K = Lisina (marrom), R = Arginina (cinza), CHO = Colina (verde),
e GLY = Glicina (amarelo).

Mondémero A6D AGK AGR LGD L6K LGR
Atomos por peptideo 75 85 87 129 139 141

Carga total -le +1le +1e -le +1e +1e
Grupo carregado D K R D K R

Dimensao Xy (nm) | 5,400 5,400 5,400 | 6,050 6,050 6,050

Dimensao Y (nm) | 4,500 4,500 4,500 | 5,200 5,200 5,200

Dimensao Zy (nm) 4,000 4,000 4,000 | 4,000 4,000 4,000

) | 5,354 5383 5399 | 6,071 6,064 6,072

Dimensao Y (nm) 4500 4,516 4,542 5,234 5,264 5,225

Dimensao Zs (nm) 3,996 4,006 4,008 | 4,014 4,009 4,013
)

3) 196,276 97,384 98,285 | 127,547 127,971 127,317

Dimensao Xy (nm
(

Volume final (nm

Ntmeros de CHO 385 389 393 508 209 509
Numeros de GLY 385 389 393 508 509 509
Total de atomos 12010 12144 12270 | 15877 15918 15920

Tabela 3.1: Parametros usados para os mondémeros na solugdo de LI colina/glicina,
[CHOJ][GLY]. A = Alanina, L. = Leucina, D = Acido aspértico, K = Lisina, R = Arginina.
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Membrana (A6D)90 <A6K)90 (A(;R)go (L6D)60 (L(;K)ﬁo (LGR)6O

Carga total -90e +90e +90e -60e +60e +60e
Dimensao Xq (nm) 5,439 5,722 5,850 6,143 6,252 6,406
Dimensao Yo (nm) | 4,525 4,895 4,200 5,242 5,455 5,565
Dimensao Zo (nm) | 11,358 11,431 11,517 11,865 12,067 12,067
Dimensao Xy (nm) | 5,433 5,459 5,337 6,120 6,131 6,046

(nm) | 4,520 4,670 4,744 5,222 5,350 5,252
Dimensao Z; (nm) | 10,239 10,339 10,508 | 10,080 10,026 10,387
Volume final (nm?) | 251,441 263,578 266,049 | 322,143 328,861 329,825

Dimensao Y (nm

Carga/nm? -1,832 1,765 1,777 -0,939 0,915 0,945
Area/peptideo 0,27 0,28 0,28 0,53 0,55 0,53
Numeros de CHO 770 778 786 1016 1018 1018
Ntmeros de GLY 770 778 786 1016 1018 1018

Total de atomos 30620 31768 32196 39236 39898 40018

Tabela 3.2: Pardmetros usados para os membranas na solugdo de LI colina/glicina,
[CHOJ[GLY]. A = Alanina, L. = Leucina, D = Acido aspértico, K = Lisina, R = Arginina.

As simulagbes completamente atomisticas de Dindmica Molecular (DM), rela-
cionadas aos mondémeros e as membranas, foram conduzidas usando o campo de forga
CHARMMS36 [177], ao passo que para o LI, composto por colina [CHO] e glicina [GLY],
usamos o campo de forga proposto por Canongia Lopes-Padua [178] com as devidas pa-
rametrizagoes para que as propriedades fisico-quimicas do referido LI sejam reproduzidas
com exatidao.

Para o processo de equilibragao da caixa de simulacao, utilizamos simulacoes
nos ensembles NVT /NPT, respectivamente, com tempo de simulagao de 30ns alternando
ambas as etapas, enquanto que para a producao da conformacao final e construcio das
configuragoes nas quais efetivamos as médias estatisticas, realizamos uma simulagao de
100ns no ensamble NPT. O comprimento das ligagdes foi mantido por intermédio do
algoritmo LINCS [167]. No célculo das interagdes de Lernnard-Jones (LJ), empregamos o
potencial de shift-Verlet com raio de corte de 1,0 nm e as intera¢oes de Coulomb foram
tratadas utilizando o algoritmo PME (acrénimo da expressio inglesa Particle Mesh Ewald)
[179].

Durante as diversas etapas das simulagoes computacionais, realizamos um pro-
cesso de reescalonamento de temperatura com uma periodicidade na ordem de 0,2 ps e com
valor da temperatura em torno de 300 K. Sobre o acoplamento de pressao, utilizamos a
representagao de Parrinello-Rahman [180], em contextos isotrépico [semi-isotrépico| para
os mondmeros [nanomembranas|, com intervalos temporais da ordem de 0,2 ps, pressao
de 1,013 bar e compressibilidade de 4,5 x 107° (1/bar).
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A evolugdo temporal das nanoestruturas foi determinada em um intervalo de
tempo de 2,0 fs, enquanto que para as realizacoes das médias estatisticas tomamos o
intervalo de tempo 4,0 fs, de maneira que ao final dos 100 ns obtivemos um total de
25000 configuracoes salvas, as quais foram usadas na construcao de valores médios das
propriedades estatisticas pretendidas.

Utilizamos o programa Packmol [181] para a construgao da distribuigao inicial do
LI [CHO][GLY] com uma tolerancia de 2,0 A entre as moléculas. A Dindmica Molecular
foi realizada utilizando a versao 2016 do GROMACS [173] e a anélise visual foi conduzida
utilizando o programa VMD [182]. Os mapas de espessuras das membranas foram feitos
usando o programa GridMat-MD [183].

Avaliamos as forcas médias requeridas para as extragoes dos polipeptideos
AgX [L¢X] utilizando a técnica denominada umbrella sampling, assim como implantado
na versao 2016 do programa GROMACS [173]. Por conseguinte, realizamos um total de
200 extracoes em cada uma das nanomembrana simuladas, de sorte que a diferencga tem-
poral entre duas extragoes consecutivas seja de 0,5 ns.

Para a remoc¢do do monomero petidico a partir da nanomembrana, utilizamos
a disposi¢do geométrica cilindrica, na qual dois grupos foram previamente definidos. O
primeiro grupo selecionado foi o monémero a ser retirado, ao passo que o segundo refere-se
ao restante da membrana que permanece fixa. Em ambos os casos, a remocao foi efetiva
tendo como referéncia o centro de massa de cada um dos grupos selecionados.

No ambito da técnica de pulling, a velocidade de extracao dos mondmeros
AgX [LgX] manteve-se constante a uma taxa de 0,1 nm/ps. Para a caracterizagdo da
andlise de extragao, observamos o comportamento da forga, F(t), a qual foi representada
em kJ/mol nm, pelo correspondente tempo de remogao, sendo que este foi representado
em ps. Isso posto, os resultados foram expressos através de graficos cujos eixos das
ordenadas (Y') demonstraram o comportamento das forgas de extragdes, enquanto que
os eixos das abscissas (X) estdao associados ao tempo necessario para a realizaciao da
remocao.

A partir de toda a descricao metodologica supracitada, foram obtidos os resul-
tados estruturais e energéticos referentes as nanomembranas peptidicas envoltas por LI.
Sendo assim, apresentaremos os seguintes tépicos: Perfil densidade de massa, Ligagoes
de hidrogénio, Funcao Autocorrelagdo para as ligagoes de hidrogénio (LHs), Andlise da

Energia e Extracao de mondmeros.

Perfil densidade de massa e distribuicao de cargas

Conforme indicado anteriormente, as Figs. (3.3) e (3.4) representam as configu-
ragoes iniciais das membranas estudadas no presente trabalho, ao passo que as Figs. (3.5)

e (3.6) retratam as disposigoes espaciais das nanoestruturas quando estas ja se encontram
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no equilibrio termodindmico. Como podemos inferir a partir dos resultados apresentados
nas Figs. (3.5) e (3.6), as estruturas (AsX )go e (LsX )so mantém os monomeros alinhados

nas dire¢oes X e Y do plano cartesiano.

Plano XY Plano XZ Plano YZ [CHOJ|GLY]

Figura 3.5: Visao superficial e lateral das trés membranas equilibradas AgX juntamente
com o par [CHOJ[GLY] relativo ao LI. A = Alanina (azul), D = Acido aspartico
(vermelho), K = Lisina (marrom), R = Arginina (cinza), CHO = Colina (verde), e GLY
= Glicina (amarelo).

Plano YZ [CHOJ[GL

> T

Figura 3.6: Visao superficial e lateral das trés membranas equilibradas LgX juntamente
com o par [CHO][GLY] relativo ao LI. L = Leucina (rosa), D = Acido aspartico (vermelho),
K = Lisina (marrom), R = Arginina (cinza), CHO = Colina (verde), e GLY = Glicina
(amarelo).
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Capitulo 3. Membranas peptidicas em liquido idnico 59

Esses resultados foram alcancados em decorréncia do elevado ntimero de ligacoes
de hidrogénio (LH) a que estas membranas estao submetidas. Tais liga¢oes formam uma
rede na estrutura membranar e sao imprescindiveis no processo de alinhamento dos
referidos monémeros. Ademais, expomos, na Fig. (3.7), o perfil densidade de massa para os
compostos polipeptidicos simulados. Desses resultados, podemos inferir que ha reduzidos

valores para a densidade do LI no interior das membranas (AsX)g € (LsX)s0-
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Figura 3.7: Perfil de densidade de massa das seis nanomembranas. Linha preta [Polipep-
tideol; Linha vermelha [CHOJ; Linha azul [GLY].

Em consonéncia ao exposto na Fig. (3.7), avaliamos que ha um ligeiro aumento
da concentracao de LI nas superficies das membranas. Em decorréncia desse aumento de
densidade, observaram-se as seguintes disposi¢oes estruturais em torno das membranas:
[CHO)]...(A¢D)go...[CHO], [GLY]...(A¢K)go...[GLY] e [GLY]...(AsR)gp...[GLY], entre as
quais, a separagao mais evidente se identifica para a construgao (AgD)gg. Notamos também
que a separagao de LI préxima a membrana foi menos evidente para o caso (LgD)go, além

de constatarmos uma ligeira infiltracao de moléculas de LI na superficie dessa membrana.
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Seguindo com as analises, a referida propriedade relacionada a separacao do LI
em camadas sob a superficie da membrana pode ser explicada em virtude da densidade
superficial de carga elétrica (o). Nesse quadro, temos para as membranas (AgD)oo,
(AgK)go e (AgR)go 0s valores de -1,832, 1,765 e 1,777 e/nm?, respectivamente, enquanto
que os valores referentes as estruturas (LgD)go, (LsK )go € (LsR)so sao de -0,939, 0,915 e
0,945 e¢/nm?, nessa devida ordem. Contrapondo-se os resultados obtidos para a densidade
superficial de carga, constatamos uma reducao de 48,8%, 482% e 46,8% entre as
membranas AgX e LgX.

Espessuras das membranas

Mostramos, na Fig. (3.8), um mapa representativo para as espessuras médias das
nanomembranas simuladas. Esse mapa superficial foi construido a partir de uma grade de
50 x 50 pontos cujos resultados sdo expressos por: 2,424; 2,775 e 3,038 nm [2,388; 2,553 e
2,635 nm] para as membranas (AgD)go, (AsK )90 € (AsR)oo [(LeD)eo, (LeK )0 € (LeR)s0],
respectivamente. Resultados para as mesmas membranas envoltas por meio aquoso [184]
indicam valores para as espessuras médias como sendo: 3,03; 3,57 e 3,69 nm [2,59; 3,14 e
3,28 nm| para as membranas (AgD)go, (A6K)oo € (AgR)oo [(LeD)so, (LeK )so € (LeR)s0],
nessa ordem. Em comparacao aos resultados por noés introduzidos, constatamos uma taxa
de compressdo da ordem de 20,0%; 22,3% e 17,7% [7,8%; 18,7% e 19,7%], a qual foi

ocasionada em decorréncia das interacgoes existentes entre o LI-membrana.

(2) (AgD)go (b) (AgK)go (©) (AeR)go

(d) (LeD)eo

Figura 3.8: Espessuras médias para as membranas (AgD)oo, (AsK)oo, (AsR)90, (LD )so,
(LeK)e0 € (LgR)go em LI colina/glicina, [CHOJ[GLY].
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Comparando com os resultados obtidos em solugdo aquosa [184], constatamos
ainda que a compressao da membrana em LI nao afeta, de maneira relevante, a disposigao
espacial dos polipeptideos membranares. Sobre essa disposicao espacial, temos que cada
polipeptideo ocupa uma drea aproximada de 0,27-0,28 nm? [0,25-0,27 nm?] para as
membranas AgX e 0,53-0,55 nm? [0,51-0,57 nm? | para as estruturas LgX, quando em
solugdo LI [Solucao Aquosa]. Portanto, tem-se que essas membranas nanoestruturadas
possuem um elevado potencial para a aplicabilidade em processos nos quais sejam exigidos
a separacao entre o LI. Tal resultado é devido a baixa taxa de infiltracao, por parte da
particulas do LI, bem como a alta compactacao sofrida por essas membranas, tornando-as
estaveis durante as etapas de simulacao.

Apresentamos, conforme exposto na Fig. (3.9), o perfil de densidade para as
membranas nas dire¢goes X e Y, bem como representamos, na Tabela (3.3), um quadro
resumido sobre essas informacdes. Como pode ser observado, as estruturas formadas
a partir do esqueleto de leucina (L) apresentam maiores separagoes na direcdo X em

decorréncia do arranjo espacial Folha- de seus respectivos monomeros.

AgD AgK AgR LgD LK LgR
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Figura 3.9: Perfil de densidade dos monomeros nas nanomembranas simuladas.
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Distancia radial (nm) | Distdncia em X Distancia em Y
(A D)oo 0,54 0,44
(A6 K )90 0,53 0,47
(A6R)oo 0,53 0,47
(LeD)eo 1,02 0,49
(LK )0 0,96 0,50
(Lo R)so 0,62 0,61

Tabela 3.3: Distanciamento médio entre estruturas laminares adjacentes dos grupos AgX
e LgX, em nm.

Em relagdo aos monoémeros/membranas construidos a base do aminoacido ala-
nina, a distdncia média entre cada ldmina peptidica pode ser vista na Tabela (3.3). Nes-
ses casos, identificamos que a distdncia na direcdo X, para a estrutura (AgX)gg, é de
aproximadamente 0,53 nm, enquanto que, tratando-se das membranas (LgX ), 0s valo-
res figuram em torno de 0,62-1,02 nm. Sobre a direcao Y, valores assemelhados foram
identificados para ambas as membranas.

Seguindo com as analises da densidade, conclui-se que as membranas peptidicas
apresentam um ordenamento laminar em ambas as diregoes espaciais, conforme consta
na Fig. (3.9). Logo, pode-se afirmar que essa forte tendéncia em estabelecer disposigoes
laminares indica a existéncia de alinhamento entre os monomeros membranares adjacen-
tes, processo esse que se torna importante na estabilizacao membranar e na sistematica

de auto-organizacao das estruturas.

Ligacoes de Hidrogénio

Identificamos na secdo anterior que os monoémeros que compoem a membrana
apresentam um ligeiro ordenamento espacial ao longo das direcoes X e Y do eixo carte-
siano. Também afirmamos que esse processo de alinhamento é imprescindivel na estabili-
zacdo e manutencdo da membrana polipeptidica. Quanto as razoes que fundamental tal
alinhamento, encontram-se as interagoes energéticas e as ligagoes de hidrogénio estabele-
cida entre os peptideos. Acerca das interacoes energéticas, estas serao apreciadas em outra
secao deste capitulo, enquanto que, nesta secao, avaliaremos as interagoes provenientes
das LH.

Para procedermos a referida analise, os nimeros médios das ligacoes de hidrogénio
(LHs) firmadas entre os constituintes membranares sdo mostrados nas Tabelas (3.4) e
(3.5), para as estruturas (AgX )oo € (LgX )60, respectivamente. Para as estruturas (AgD)go,
(A6K)oo € (AgR)oo [(LeD)eo, (LeK)eo € (LgR)eo], 0s niimeros médios de LHs entre os
peptideos sao de 7,8, 8,2 e 8,3 6,0, 5,8 e 6,8], respectivamente.
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A vista disso, cerca de 55,4-56,4% [57,3-65,5%] representam ligacoes entre os
esqueletos de alaninas [leucinas|, enquanto que, aproximadamente, 0,0-15,8% [3,3-27,9%]
correspondem a quantidade de LHs estabelecidas entre as "cabegas” eletricamente carrega-
das dos mondmeros. Como pode ser observado na Fig. (3.10), hd uma diregao preferencial
para a organizacao das LHs. Esse fato dispoe que as estruturas simuladas passam a se

organizar na forma de laminas peptidicas emparelhadas.

Ligagées de Hidrogénio (Aﬁ.D)gO [AGD] (A(;K)go [AGK] (A()'R)go [AGR]
AX — AgX 7,8 [0,0] 8,2 0,0] 8,3 [0,0]
A¢X — CHO 0,7 [2,7) 0,2 [1,5] 0,2 [1,4]
AgX — GLI 0,3 [9,8] 4,1 [12,8] 5,6 [14,5]
ALA — ALA 4,4 [0,0] 4,6 [0,0] 4,6 [0,0]
ALA— X 3,5 0,0] 2.3 0,0] 2,5 [0,0]

X-X 0,0 [0,0] 1,3 [0,0] 1,3 [0,0]
ALA — CHO 0,0 [0,7] 0,0 [0,6] 0,0 [0,5]
X - CHO 0,7 [2,0] 0,2 [0,9] 0,2 [0,9]
ALA — GLI 0,2 [8,9] 1,5 [9,0] 1,3 [8,7]
X - GLI 0,1 [0,9] 2,6 3,3 43 [5,8]

Tabela 3.4: Nimero médio de ligagoes de hidrogénio (LH) para as moléculas AgX nas
configuragdes membranas [mondmeros| quando estas estao envoltas por uma solugdo idnica
de [CHOJ[GLY]. O valor foi calculado por nimero de peptideo presente na membrana.

Ligag()es de Hidrogénio (L6D)60 [L(;D] (LGK)6O [L(;K] (LGR)6O [L(;R]
LeX — LeX 6,0 [0,0] 5,8 [0,1] 6,8 [0,0]
Le¢X — CHO 1,1 [2,3] 0,5 [1,6] 0,4 [1,7]
LeX — GLI 1,7 9,2] 5,0 [12,0] 5,8 [15,5]
LEU — LEU 3,5 [0,0] 3,8 [0,0] 3,9 [0,0]
LEU — X 2,3 [0,0] 0,8 [0,0] 1,0 [0,0]

XX 0,2 [0,0] 1,2 [0,0] 1,9 [0,0]
LEU — CHO 0,1 [0,4] 0,1 [0,5] 0,1 [0,6]
X — CHO 0,9 [1,8] 0,3 [1,1] 0,3 [1,0]
LEU — GLI 1,3 [8,4] 0,2 [8,0] 1,7 9,0]
X — GLI 1,3 [8.4] 3,0 [4,0] 4.1 [6,4]

Tabela 3.5: Nimero médio de ligagoes de hidrogénio (LH) para as moléculas LgX nas
configuragdes membranas [mondmeros| quando estas estao envoltas por uma solugao iénica,
de [CHOJ[GLY]. O valor foi calculado por nimero de peptideo presente na membrana.
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Figura 3.10: Representacgao das Ligagoes de Hidrogénio (LH) para a) (AsD)go, b) (AsK )90,
¢) (AsR)go, d) (LeD)go, €) (LeK)eo € f) (LgR)so. As ligacoes de hidrogénio estao
representadas em pontos vermelhos.

O nimero médio de LHs existentes entre os polipeptideos e os ions do LI mostram
que a colina (CHO) possui baixa interacao com os aminodcidos. Assim, apontamos que
os compostos membranares (AgD)go, (A6K)oo € (AsR)9o [(LeD)eo, (LeK)so ¢ (LoR)e0]
tém valores da ordem de 0,2 e 0,7 [0,4 e 1,1, respectivamente, para as LHs entre
(A6X)oo[(L6X)eo) € a colina (CHO). Esses valores sdo significativamente reduzidos,
quando comparamos com aqueles associados as ligagdes existentes entre o monomero

em LI, cujos resultados sdo ordem de 1,4 e 2,7 [1,6 e 2,3].
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Em contrapartida, observamos que, para o caso da glicina (GLY), formou-se um
elevado nimero de LHs entre esses ions e os polipeptideos na membrana. Nesse contexto,
os valores identificados para os nimeros médios de LHs sdo da ordem de 0,3-5,6 [1,7-
5,8], sendo que, dessas ligagoes, a maioria ocorreu entre os fons e as cabegas carregadas
dos monomeros situados nas superficies membranares. Dessarte, a maioria das interagoes
existentes entre os monomeros com os fons foram substituidas por ligagoes entre os
polipeptideos na membrana. Essas interagoes contribuiram de maneira efetiva para o
processo de auto-organizacao e estabilidade estrutural das membranas simuladas.

No mais, podemos também observar que as membranas interagem com o LI
préximo a superficie e, desse modo, esse interagao elétrica tem impactado no mecanismo
de compressao membranar. Conclui-se que as interagoes existentes entre os polipeptideos
membranares, bem como a compressao ocasionada pelo LI sdo fatores que conduzem
ao processo de organizacao espacial dos peptideos nas membranas. Sobre as interagoes
mantidas entre os mondmeros polipeptidicos, a Fig. (3.11) ilustra uma representagao das
LHs existentes em uma membrana de (AgD)go. Nessa figura, indicamos os respectivos

pares Doadores/Receptores.

Figura 3.11: Representacdo das LHs existentes entre os peptideos que compoem a
estrutura (AgD)gp. Os atomos de nitrogénio, oxigénio, carbono e hidrogénio foram
apresentados nas cores azul, vermelho, ciano e branco, respectivamente. O LI esta
retratado em verde-amarelo.
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Funcao Autocorrelacao para as ligacoes de hidrogénio

A funcado autocorrelagao, fungdo C(t), responséavel por descrever a dindmica dos
processos de relaxagao das LHs, corresponde a probabilidade de uma ligacao de hidrogénio,
definida em um tempo ¢t = 0, também existir em um tempo ¢ > 0. Calculamos o valor
de C(t) para os seguintes casos: LHs existentes entre os peptideos membranares, entre os
peptideos e o LI, bem como entre os mondmeros solvatados no LI. Ambos os resultados
foram alcancados mediante a utilizagdo da metodologia proposta por Luzar e Chandler
[185, 186] com os seguintes critérios geométricos: distancia entre oxigénio-oxigénio ou entre
oxigénio-nitrogénio nao maiores que 0,35 nm e o angulo de LHs inferior a 30°.

Os resultados obtidos para os valores de C(t) estao descritos nas Figs. (3.12)
e (3.13). Avaliando esses resultados, temos que a funcao C(t), referente as interagoes
firmadas entre peptideos membranares, Fig. (3.12.a), apresenta menor taxa de decaimento
para as estruturas (AgK)gy ¢ (AgR)9p quando comparamos com os valores de (AgD)ogo.
Isso indica que, durante as simulagoes, a qualidade das ligagoes de hidrogénio mantém-se
em maior concentracao para as membranas com cabecas polares compostas por K e R
em comparag¢ao com as membranas constituidas pelo grupo polar D.

De outra parte, as analises dos resultados identificados para as membranas
(L X )60 apontam que os valores para a fungao C(t), Fig. (3.12.b), apresentam comporta-
mentos mais similares entre si. Além do mais, podemos afirmar que, entre as estruturas
(L6 X )60, aquela que dispoe de um maior tempo de vida é relativa as interagoes entre os
monomeros LgK-LgK.

Sobre as ligagoes de hidrogénio mantidas entre as membranas e o LI, vemos que
estas sofrem um expressivo decaimento, Fig. (3.12.c-d). Por conseguinte, o comportamento
de C(t), para as ligagoes (AgX)oo...LI e (LgX)go...LI, apresenta um decaimento mais
acentuado do que aquele observado para as interagoes polipeptideos-polipeptideos. Sobre
essa tematica, constata-se que as membranas (AGX )90 e (L6X )60 possuem comportamento
analogo para o tempo de vida das LHs entre membrana-LI, para X = K e R. No entanto,
para X = D, temos a estimativa de um menor tempo de vida para as interacoes AgD-LI
e LgD-LI.

Justificamos esse comportamento andémalo, relativo ao caso da terminagao em D,
quando identificamos a existéncia de um menor nimero de LHs entre essa terminacao e
os fons constituintes do LI, consoante apresentado na Tabela (3.4). Outra consequéncia
decorrente desse acentuado decaimento é uma maior mobilidade para o LI na superficie da
membrana. Logo, ao avaliarmos o aumento da mobilidade encontrada para as membranas
construidas a base do acido aspartico, notamos que esse aumento garante a formacao de
uma superficie menos ondulada para os compostos com terminagoes D do que para aquelas
com terminagoes K e R. Tal avaliacdo pode ser identificada nos mapas de superficie

dispostos na Fig. (3.8).
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Figura 3.12: Fungao autocorrelagao, C(t), para as LHs: (a)-(b) Peptideo-Peptideo, (c)-(d)
Peptideo-LI. Anélise realizada para as estruturas membranares em LI.
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Figura 3.13: Fungao autocorrelagdao, C(t), para as LHs: (a)-(b) Peptideo-Peptideo, (c)-(d)
Peptideo-LI. Anélise realizada para os monomeros em LI.

As Figs. (3.13.a-b) mostram o comportamento de C(t) para os LHs estabelecidas
entre os mondmeros solvatados no LI. A vista disso, notamos que essas ligacoes intra-
moleculares apresentam um rapido decaimento de C(t), o que indica um pequeno tempo
de vida para esse tipo de ligacao nos monomeros. Esse alto decaimento observado para
as LHs do monOomero aponta que este nao possui uma tendéncia em se enrolar e, dessa

forma, nao ha a formacao de estrutura tipicamente a-hélice.
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Seguindo com os resultados expostos na Fig. (3.13.b), temos que as oscilagoes
dispostas nas curvas de autocorrelacao indicam uma possivel configuracao estrutural do
mondmero de modo a favorecer a formacao das ligagoes de hidrogénio em algum momento
das simulacoes. Além disso, notamos que apenas as interagoes LgK-LgK apresentam um
decaimento mais brando quando comparados com os outros monoémeros.

Esse resultado aproxima-se daquele exposto na Fig. (3.12.b), demonstrando um
comportamento padrao para estruturas compostas pelo aminoacido K. Em ultima analise,
as Figs. (3.13.c-d) mostram as interagoes entre os mondémeros AgX e LgX com o LI. Essas
avaliagoes atestam um rapido decaimento de C(t), sendo mais acentuado que aqueles
observado para as interagoes membrana-LI. Dessa anélise, conclui-se que o tempo de vida
das LHs entre os peptideos e o LI sao menores para os mondémeros em solucao do que os

observados para as membranas em solucao.

Analise energética

Reservaremos esta se¢do para avaliarmos o comportamento das interagoes ener-
géticas que ocorreram nas membranas (AgX)gg € (LsX )go. Dessa forma, em um primeiro
momento, apresentaremos as contribuicoes energéticas de Coulomb e, logo em sequéncia,
as interagoes de Van der Waals (vdW).

Acerca das interagoes de Coulomb, dispomos, nas Tabelas (3.6) e (3.7), os valores
médios para as energias de interacdo entre as estruturas AgX e LgX (X = D, K e R),

tanto para o monomero isolado no LI, quanto organizados na disposicao membranar.

Energia de Coulomb A6D (A6D>90 A6K (AGK)9O AGR <A6R>90
AgX — AgX -2530,8  -3050,7 | -2471,7 -2899,3 | -1607,4 -1999,4
A¢X —CHO -533,0  -198,3 | -188,2 6,2 -160,1 20,1
AsX — GLY -533,0 -6,4 -794.0 -297.0 -796,8  -327,0
ALA — ALA -1759,4  -1878,3 | -1722,5 -1897,3 | -1747,8 -1891,3

ALA - X -163,7  -559,6 | -200,6 -311,8 -185,0  -346,2
X-X -607,7  -612,8 -548,6 -690,3 3254 238,1
ALA—-CHO -1,0 60,3 -11,7 10,8 -89 11,5
X —CHO 5320  -258,6 | -176,5  -46 | -1512 86
X - GLY 21.6 11,6 | -3082 -159.2 | -329.6  -212.5
ALA — GLY -477.9 -18,0 -485,8 -137,8 -467,2  -114,6

Tabela 3.6: Energia de Coulomb média para as estruturas AgX (em kJ/mol) obtidas
para os monomeros e nanomembrana polipeptideos quando estes estao na presenca da
solugdo i6nica de colina/glicina, [CHOJ][GLY]. Os resultados para as membranas foram
determinados por niimero de polipeptideos que compoem cada estrutura.
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Energia de Coulomb LﬁD (LﬁD)(,O L6K (LGK)(SO LﬁR (L6R>60
L¢X — LgX -1957,6  -2311,9 | -19129 -2239,0 | -982,3 -1362,1
L¢X —CHO -529,4  -257,1 | -167,7 -18,7 -130,9 -2,4
L¢X — GLY -478,3 -71,0 -773,9 -336,6 -849,7  -335,0
LEU — LEU -1201,3  -1255,3 | -1199,0 -1303,0 | -1180,7 -1299,6

LEU — X (1437 -453,8 | -167,3  -262.6 | -160,8 -279.4
X-X -612,7  -602,9 | -546,6 -673,5 359,3 216,9
LEU —CHO 6,4 22,3 21,4 8,1 24,4 2,3
X—-CHO -535,8  -2794 | -189,1 -26,8 -155,2 -4.6
X —GLY 21,1 19,5 -302,8 -185,4 -334,4  -204,8
LEU — GLY 4994 90,6 | -471,1  -151,3 | -5152  -130,2

Tabela 3.7: Energia de Coulomb média para as estruturas LgX (em kJ/mol) obtidas
para os monomeros e nanomembrana polipeptideos quando estes estao na presenca da
solugao idnica de colina/glicina, [CHO][GLY]. Os resultados para as membranas foram
determinados por niimero de polipeptideos que compoem cada estrutura.

Segundo os resultados apresentados nas Tabelas (3.6) e (3.7), quando comparamos
as energias de Coulomb existentes entre os termos Feasx—asx) € Eergx—r6x), tem-se
que as estruturas compostas por alanina (A) apresentam valores de E. mais elevados do
que aqueles observados para a estrutura composta por leucina (L). Ao examinarmos os
resultados energéticos dos monomeros (AgX — AgX) e (LgX — LgX), confrontando-os
com os provenientes da estrutura membranar, nota-se que ha um aumento da interacao
de Coulomb quando os mondémeros se organizam em estruturas nanomembranares. Esses
resultados indicam que o aumento da intera¢ao de Coulomb entre os pares (AgX — AsX) e
(LeX — LX) contribui no processo de estabilizacdo da membrana. Outras analises indicam
que os valores de E., para as configuragoes (AsX)go e (LgX)g0, mostram intensidades
decrescentes para as interagoes coulombianas Feazx—asx) € Eergx—rsx) de modo que
temos E.x—p) > E.x=k) > E.x=r), cujas diferencas percentuais entre os valores das
interagoes elétricas dos mondmeros (AgX — AgX) e (LgX — LgX) estao entre 23 — 32% .

Constatamos que os valores determinados para as energias de interagao entre
os aminodcidos Feara—ara) [EC(LEU_ LEU)], quando comparados com os resultados entre
Eeara-x) [EeLeu-x)], apresentam valores cerca de 3,4 — 6,1 [2,8 — 5,0] mais elevados.
Esses resultados mostram que existe uma prevaléncia das interagoes elétricas entre os
termos (ALA — ALA) e (LEU — LEU) quando comparados com os termos (ALA — X)
e (LEU — X). Nesse ambito, as interagoes preferenciais sao estabelecidas entre as caldas
apolares e as cabecas polares dos peptideos. Tal resultado demonstra o elevado grau
de interacao e, consequentemente, um acentuado grau de ordenacgao entre os peptideos

dispostos na estrutura membranar.
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Apesar do predominio energético exposto, as interacoes existentes entre os
aminodcidos (ALA — X) e (LEU — X) desempenham um papel central no processo de
estabilizacdo membranar. Chegamos a essa conclusao analisando os valores das interacoes
de Coulomb entre os grupos (ALA — X) e (LEU — X) em dois momentos distintos: o
primeiro deles, quando o monomero encontra-se isolado no LI, e o segundo, tratando-
se da organizacao membranar. Logo, verificamos que as interagoes entre os aminoacidos
(ALA—X) e (LEU —X), quando em monoémero no LI, apresentam valores compreendidos
entre -163,7; -200,6 kJ/mol para os termos (ALA — X) e -143,7; -167,3 kJ/mol para
(LEU — X), passando a assumir valores entre -311,8; -559,6 kJ/mol para (ALA — X) e
-262,6; -453,8 kJ/mol para a (LEU — X)), quando em membrana.

Portanto, concluimos que, ao dispor os mondmeros na forma de nanomembranas,
ha um aumento consideravel entre as interacoes elétricas mantidas entre os esqueletos
alanina e leucina com os grupos residuais laterais, contribuindo com o processo de
estabilidade membranar e caracterizando a membrana laminar. No mais, essa interagao se
da, basicamente, entre a cabeca polar de um monoémero com a calda apolar do monoémero
adjacente, criando um vinculo energético que impede a desordem dos esqueletos compostos
pelos aminoacidos (ALA/LEU) nas laminas empilhadas que estruturam a membrana.
Além disso, essa interagao ocorre na superficie da membrana, impedindo a infiltragao do
LI, cuja consequéncia seria a producao de impactos estruturais.

Inferimos que, para as membranas (AgX)go [(LeX)eo], com X = D e K,
os valores das energias E.x_x) firmadas entre os aminodcidos sao iguais a —613 e
—690 [—603 e —674] kJ/mol. Por outro lado, para o caso de X = R, os valores de
Eox-x) estdo compreendidos entre 238 e 217 kJ/mol para as membranas (AsX)g €
(L X )60, respectivamente. Quanto as membranas formadas por X = D e K, conclui-
se que as interagbes do tipo (X — X) colaboram para o processo de estabilizacdo
da membrana. Em contrapartida, para as membranas formadas pelo residuo X = R,
verifica-se que as interagoes estabelecidas na superficie membranar colaboram para o
processo de instabilidade membranar. Contudo, mesmo em virtude desse comportamento
energeticamente desfavoravel presente na superficie da membrana, ressaltamos que as
energias de interagao entre os esqueletos alanina e leucina e entre os grupos (ALA — X)
e (LEU — X) sao predominantes, cuja consequéncia é a manutengdo da nanoestrutura
coesa, energeticamente estavel e com grande ordenacao.

Feita essa descricao sobre as interacoes energéticas de Coulomb, passemos as
consideragoes acerca dos resultados obtidos para as interagoes de Lennard-Jones (LJ).
Nesse contexto, tais resultados encontram-se dispostos nas Tabelas (3.8) e (3.9). Para uma
apropriada comparagao energética, os valores médios das energias foram determinados por
numero de polipeptideos na membrana. De mesmo modo, os valores energéticos médios
associados aos correspondentes mondémeros imersos no LI também sao mostrados para

efeito de comparacao.
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Energia L] AﬁD (A6D)90 A6K <A6K)90 AﬁR (AﬁR)go
AgX — AgX | =355 -1324 | -405  -1496 | -41.8 -156.4
A¢X —CHO | -2026  -33,3 |-205,8 -194 |-2119 -272
AX —GLY | 927 =34 | -895  -130 | -987  -15.6
ALA— ALA | 2261 -126,5 | 246 -130,6 | -27.2  -1290
ALA—X | -76 22 | -124 212 | 97  -21,0
X-X 18 04 | -34 2.3 49 65
ALA—-CHO | -164,5  -15,5 |-159,9 -9,8 -148,6 -9,2
X —CHO | -380  -17.7 | -458  -136 | 63,3  -22.5
X —-GLY -13,3 -3,0 -11,0 -13.5 -13.8 -14,0
ALA - GLY | -79,4 -0,4 -78,5 0,5 -84,9 -1,6

Tabela 3.8: Médias dos valores referentes as energias de interacao de Lennard-Jones (em
kJ/mol) para os compostos AgX nas disposi¢gbes monoméricas e membranares quando
estas estao na presenga do LI colina/glicina. Resultados estao expressos por polipeptideo.

Energia LJ L6D (LgD)GO L6K (LGK)GO L6R (LgR)GO
LeX — LgX | -824  -201,7 | -89,9  -209,8 | -82,1  -2220
LgX —CHO |-2604  -72,9 |-259,8 -58,6 |[-2494 -61,2
L¢X —GLY | -157,7  -35,0 |-153,5 -47,1 |-156,6 -454
LFEU - LEU | -71,1  -193,0 | -73,8  -193,9 | -68,2 -197,6
LEU-X | 94 94 | -12,6 -21,1 | -84  -26,2
X-X -1,9 0,7 -3,4 2,1 -0,4 1,8
LEU - CHO |-2233 -499 |-2148 -30,1 |-230,6 -26,1
X —-CHO | -371 230 | -449 -285 | -63,9 -35,1
X-GLY | -125 81 83  -129 | -141  -13.8
LEU — GLY | -1451  -26,9 |-1452  -34,1 |-1424 -31,6

Tabela 3.9: Médias dos valores referentes as energias de interagdo de Lennard-Jones (em
kJ/mol) para os compostos LgX nas disposigoes monoméricas e membranares quando
estas estao na presenga do LI colina/glicina. Resultados estao expressos por polipeptideo.

As interagOes entre as estruturas (AgX —AgX) possuem energia de Lennard-Jones
iguais a -35,5; -40,5; -41,8 kJ/mol (mondémero em LI) e -132,4; -149,6; -156,4 kJ/mol

(membrana em LI), para as estruturas (AgD)eo, (AsK)go € (AgR)go, respectivamente.

Para (LgX — LX), os mondmeros em LI apresentam energias iguais a -82,4; -89,9; -82,1

kJ/mol e, quando na forma membranar, as energias sdo -201,7; -209,8; -222,0 kJ /mol para
X=D, K e R, nessa devida ordem.
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Diante disso, observa-se que a organizacdo dos mondémeros peptideos na forma
membranar promove o aumento da energia de LJ ou vd W entre os constituintes (AgX —
AsX) e (LgX — LgX), resultando em um aumento de estabilidade membranar. Para as
interagoes entre os aminoacidos (AgX — AgX), os valores encontrados para a energia
de Lennard-Jones, quando na forma membranar, sdo superiores, aproximadamente, 3,7
vezes aqueles encontrados para o monomero isolado em LI. Tratando-se das interacoes
(LeX — LgX), tem-se que a organizagdo na forma de membranas peptidicas promove
um aumento no valor da energia vd W em torno de 2,5 vezes, quando comparado com o
mondmero isolado em LI.

Sobre as interagoes entre os aminodcidos (ALA — ALA) [(LEU — LEU)], as
membranas (AgX )go [(LeX o] apresentam energias iguais a -126,5; -130,6; -129,0 [-193,0;
-193,9; -197,6] kJ/mol, para X=D, K e R, respectivamente, ao passo que 0s monomeros
em LI possuem energias iguais a -26,1; -24,6; -27,2 [-71,1; -73,8; -68,2] kJ /mol, X=D, K e
R. Vé-se, desse modo, que ha um acréscimo energético para a interacao vd W envolvendo
(ALA — ALA) e (LEU — LEU), presentes na formagao das membranas, colaborando
com que estas mantenham-se integras. Quanto ao aumento energético observado para os
peptideos (ALA — ALA), hd um acréscimo de 4,9 vezes, X=D, K e R, enquanto que
para as interagoes entre os grupos (LEU — LEU), os aumentos energéticos encontrados
estao préximos de 2,7 vezes, X=D, K e R.

Em tultima andlise, comparando as interacoes entre os aminoacidos do esqueleto
apolar (ALA — ALA) e (LEU — LEU) com as interagbes vdw entre os grupos polares
(X — X), ambos definidos sobre a membrana, constatamos que as interagoes do grupo
apolar sao cerca de 316,5; 56,8; 19,8 [275,8; 38,1; 109,8] vezes maior para as membranas
(A6X)oo [(LeX)e0], com X=D, K e R, respectivamente. Isso indica que hd um aumento
consideravel das interagoes existentes entre os aminoacidos apolares. Tal fato tem como
consequeéncia a manutencao da estabilidade da membrana durante as diversas etapas das

simulacoes computacionais.

Extracao de mondémeros

O Objetivo dessa secao consiste em efetuarmos uma analise energética e estrutural
dos resultados obtidos durante as diversas etapas associadas a extragao de um tunico
mondmero peptidico pré-selecionado. Logo, expomos, nas Figs. (3.14) e (3.15), a dindmica
de extracao dos monomeros AgD e LgD, respectivamente. Para efetuarmos tal avaliacio,
realizamos um total de 200 extracoes utilizando a técnica umbrella sampling, como
implementado no GROMACS [173]. Nota-se que a membrana encontra-se deslocada da
posicao central, passando a ocupar a regiao a esquerda da caixa de simulacido. Assim
procedemos para que o mondmero possa ter espaco suficiente para se desprender por

completo da estrutura membranar.
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Figura 3.14: Extragdo da molécula AgD a partir da estrutura membranar (AgD)gp. A
dindmica de extragdo tem origem na Fig. (a), situagao inicial, findando a remogao no
quadro (d).

%

Figura 3.15: Extracdo da molécula LgD a partir da estrutura membranar (LgD)go. A
dindmica de extragdo tem origem na Fig. (a), situagao inicial, findando a remogao no
quadro (d).
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Os resultados para as forcas médias necessarias para a extragdo de um tunico

peptideo, bem como os respectivos desvios-padrao estao representados nas Figs. (3.16) e

(3.17). A Fig. (3.16) retrata as membranas (AgX )go, a0 passo que a Fig. (3.17) corresponde

as membranas (LgX )go. Logo, concluimos dos resultados que, em geral, os valores das

forcas apresentam um crescimento parcialmente constante até o momento em que os

mondmeros sao extraidos da superficie membranar. A partir de entdao, os aminoacidos

interagem com o LI e, consequentemente, as forgas sofrem ligeiras flutuagoes em torno de

seus valores médios.
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Figura 3.16: Forgas médias requeridas para as extragdes dos mondémeros AgX a partir das
membranas (Linha vermelha) e os respectivos desvios-padrao (Linha azul).
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Figura 3.17: Forcas médias requeridas para as extragoes dos mondmeros LgX a partir das
membranas (Linha vermelha) e os respectivos desvios-padrao (Linha azul).

Seguindo com as analises, podemos concluir que a for¢a maxima requerida para a
extracdo do mondémero varia conforme a cabecga polar que o constitui. Nossas observacoes
indicam que, para as estruturas (AgX )go, 0s valores relativos as forgas estao entre 2.9 e 3.8
x 103 kJ/mol nm, enquanto que os compostos (L X )¢y apresentaram valores estabelecidos
entre 2,8 e 3,7 x 10% kJ/mol nm.

Os diferentes valores relacionados as forcas de extragdo dos monoémeros AgX e
LsX eram esperados em decorréncia de que as interagoes entre os aminodcidos alanina (A)
sdo maiores que aquelas observados para a leucina (L), assim como exposto nas analises
anteriores (LH e energia). Esses resultados respaldam o comportamento mais estével das
estruturas compostas por alanina, quando estas sao comparadas as membranas nas quais

os monodmeros sao constituidos a base de leucina.
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Para as membranas (AgX)gp € (LgX)go, as extragdes ocorrem por volta de 20
ps e as resisténcias superficiais presentes no momento da remocao sao diferentes entre
as membranas. Constatamos ainda que, para os compostos (AX)gp, hd uma queda
acentuada nos valores das forgas de extracao a partir do momento em que os mondémeros
ficam imersos pelo LI, exceto a extracao efetuada em (AgD)gg. Portanto, verificamos que,
entre as estruturas analisada, a extracao dos monémeros na membrana (AgD)gg apresenta,
um tempo de interagdo mais longo, cerca de 5-10 ps a mais, quando comparados com
as outras membranas. Tal comportamento observado para a membrana (AgD)gy pode
ser entendido como consequéncia do elevado nimero de ligagdo de hidrogénio que os
monomeros AgD mantém entre si, bem como fruto dos elevados valores para as interagoes
coulombianas mantidas entre os pares AgD — AgD, em relacdo as demais membranas
<A6X)90.

Em [187], Proenca et al conduziram um estudo investigativo caracterizando o
comportamento da membrana AgR em agua. Nesse trabalho, reportou-se que a forca
méxima para a extracio das moléculas peptidicas estava por volta de 2,2 x 10% kJ/mol nm,
a0 passo que nossas simulagoes, conduzidas em LI, apresentam valores maximos proximos
a 3,5 x 103 kJ/mol nm. Identificamos, desse modo, que hd uma diferenca expressiva entre
as for¢cas maximas necessarias para a extragao do monoémero em cada uma das simulagoes.
Posto isso, essa notavel diferenca na forga de extracao pode ser entendida como decorréncia
do aumento de compressibilidade exercida pelo LI sob a estrutura membranar.

Sobre as demais membranas em LI, as forcas maximas necessarias para a extracao
sdo, aproximadamente, 2,9; 3,8 x 10 kJ/mol nm, para (AgX )go, com X=D e K, e 3,4; 2,8;
3,7 x 103 kJ/mol, para (LsX )gp, com X=D, K e R, respectivamente. Comparando esses
resultados com a forca maxima de extragdo em agua, encontramos as seguintes analises:
Quanto as membranas (AgX )gg, houve um aumento de 31,8% e 72,7%, com X=D e K,
enquanto para as membranas (LgX )g0, 0 aumento da forga méxima foi de 54,5%; 27,3%;
68,2%, com X=D, K e R. Como parte final dessa secao, podemos constatar que a presenca
do LI tem a potencialidade de conceber estruturas membranares mais compactas e rigidas,

cuja consequéncia é o aumento da forca necessaria para a execugao da técnica de pulling.

Consideracoes finais sobre o capitulo

Neste capitulo, discorremos sobre o estudo energético e estrutural das membranas
(A6X)go € (LsX)s0 quando estas estruturas estao imersas pelo LI. No que tange ao perfil
densidade de massa, constatamos baixa concentracdo de LI no interior das membranas
simuladas. Concluimos também que as membranas em LI sdo mais compactadas, com
uma 4rea de ocupagao por peptideo de 0,27-0,28 nm?, para as membranas (AgX ), €

0,53-0,55 nm?, para as (LgX )g0, em comparacao com os resultados obtidos em agua [187].

& Instituto de Fisica — UFG



Capitulo 3. Membranas peptidicas em liquido idnico 7

Sobre os resultados das ligacoes de hidrogénio, constatamos a existéncia de um
forte alinhamento dessas interacoes entre os monomeros das membranas, sendo que o
referido alinhamento participa de maneira efetiva no processo de estabilizagdo estrutural
da membrana. Conclui-se também que ha uma direcao preferencial para a organizagao
das LHs, fato esse que caracteriza a organizacdo membranar como laminas peptidicas
empilhadas.

As anélises energéticas indicam que os aminodcidos ALA [LEU] apresentam ele-
vadas interagoes com as cabegas polares dos mondémeros adjacentes. Esse comportamento
legitimam a baixa taxa de infiltracao do LI no interior da membrana peptidica, além de
também contribuir para o processo de estabilizacdo membranar. Nota-se que as membra-
nas (AgD)gg e (LgD)go apresentam maiores interagoes de Coulmb entre os aminodcidos
As¢D — AgD e LgD — Lg D, com valores iguais a -3057,7 e -2311,9 kJ /mol, respectivamente,
contribuindo para manter a membrana coesa. No mais, os valores energéticos citados fo-
ram determinados por niimero de peptideos presentes na membrana.

Sobre o processo de extracdo dos monoémeros na membrana, vale ressaltar que,
entre membranas (AgX)go, 0 comportamento mais dispar foi aquele observado para a
membrana (AgD)gg. Além disso, atentamo-nos ao fato de que as membranas polipeptidicas
apresentam elevada rigidez estrutural quando imersas no LI composto pelo par ionico
[CHOJ[GLY]. Dessa forma, observamos a possibilidade de aplicacio das membranas
(A6X)go e (LsX )0 na construgao de eletrodos biodegradaveis para supercapacitores. Esta
substituicao de equipamentos relacionados ao armazenamento de energia por compostos
biodegradaveis e biossustentaveis tem trazido um expressivo desenvolvimento para as areas
da biomedicina, fisico-quimica entre outras [188].

Em resumo, as propriedades associadas as membranas peptidicas, tais quais, baixa
taxa de infiltracao, biossustentabilidade e biocompatibilidade sao de especial interesse nas
areas bioldgicas em decorréncia de suas diversas aplicabilidades [189, 190]. Nesse cendrio,
destacamos as aplicagoes envolvendo o armazenamento de energia, contexto esse no qual
mudancas por dispositivos renovaveis e sustentaveis trariam incontaveis beneficios para
o meio ambiente, entre os quais, citamos o inerente a reducao dos riscos relacionados ao

descarte dessas estruturas apds seu tempo de vida [191].
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CAPITULO

INTERACOES ENTRE BICAMADAS DE
DOPC/COLESTEROL E FULLERENO-Cjg

Neste momento da tese, reportaremos um estudo embasado nos fundamentos da
Dindmica Molecular (DM) e em resultados experimentais com o objetivo de descrever
a dinamica de interacao entre a moléculas do fullereno-Cgy com membranas lipidicas,
as quais sdo compostas por DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) a uma proporcao de 10%,
20% e 30% de moléculas de colesterol. Portanto, conduzimos uma anélise entre as energias
necessarias para a retirada de uma molécula de DOPC ou colesterol da membrana lipidica
e comparamos com a energia empregada durante inser¢cao da molécula de fullereno-Cy,
analisando, quantitativamente, esse processo. Essas andlises embasaram-se nas diversas
funcionalidades que as moléculas de fullereno-Cgy demonstraram ter em variadas areas
cientificas, tais quais, biologia, quimica, nanomedicina e farmacologia, conforme exposto
no primeiro capitulo.

De todo modo, as avaliagdes dos resultados sugerem que ha uma relagao direta
entre o numero de moléculas de colesterol presente na membrana lipidica e a energia
necessaria para a execucao da técnica de insercao da molécula de fullereno-Cygg, de sorte
que o aumento no numero de moléculas de colesterol na membrana promove alteracoes
nos valores da microviscosidade, cujo impacto é a diminuicao da mobilidade das moléculas
de DOPC e, por outro lado, o aumento da energia necessaria para efetuar a insergao
molecular. Outros resultados apontam que a area média ocupada por cada molécula de
DOPC é reduzida a medida que as moléculas de colesterol sao adicionadas as camadas
lipidicas. Enfim, nas se¢oes que se seguem, dispomos sobre os resultados e suas respectivas

analises estatisticas.
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Detalhes computacionais

Quanto aos aspectos computacionais relacionados as simulagoes deste capitulo,
procedemos a interacao entre o fullereno-Cgy com as seguintes membranas bioldgicas:
membrana pura formada por 128 mondmeros de Dipalmitoilfosfatidilcolina (DOPC) e
membranas DOPC’s com proporcoes variaveis de 10%, 20% e 30% de moléculas de
colesterol (CHOL). Nesse quadro, empregamos o formalismo da DM para ressaltar os
aspectos estruturais, energéticos e termodindmicos das membranas DOPC/CHOL quando
estas interagem com as moléculas de fullereno-Cyy.

A priori, vale ressaltar que, durante a etapa de producgao do espaco de configu-
ragoes, os valores, tanto da temperatura quanto da pressao, mantiveram-se constantes
em 298 K e 1 atm, respectivamente. As estruturas iniciais dos compostos moleculares
DOPC/CHOL foram obtidas na base de dados Joakim P. M. Jambeck et al [192, 193].
Sendo assim, expomos na Fig. (4.1) as membranas utilizadas nas simulagdes em anélises,

enquanto que na Tabela (4.1) retratamos os detalhes de cada estrutura lipidica.

DOPC DOPC DOPC
CHOL-10% CHOL-20% CHOL-30%

Figura 4.1: Caixas de simulagao. Os lipidios DOPC’s estao representados em verde, ao
passo que as moléculas de colesterol estao destacadas em amarelo. As moléculas de agua
correspondem aos pontos vermelho/branco.
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Sistema Numero de DOPCs Colesterol Agua
(Moléculas; %) (Moléculas)

DOPC 128 00 ; 00% 12.756

DOPC/CHOL-10% 116 12 ; 10% 10.872

DOPC/CHOL-20% 102 26 ; 20% 9.519

DOPC/CHOL-30% 90 38 ; 30% 8.929

Tabela 4.1: Composigao dos sistemas DOPC/CHOL em agua.

O processo de equilibracao foi realizado com alternadas simulacoes nos ensem-
bles: isovolumétrico-isotérmico (volume e temperatura constantes, denominando ensemble
NvT) e isobarico-isotérmico (pressdo e temperatura constantes, ensemble NpT). Descre-
vemos as moléculas de dgua usando o modelo TIP3P [194], enquanto que modelamos as
moléculas de fullereno-Cgy usando o campo de for¢ga Monticelli [195]. Os mondmeros de
lipidio e colesterol foram modelados pelo campo de forca CHARMMS36 [149]. Nesse con-
juntura, realizamos simulagoes iniciais com tempos de 20—30 ns nos ensembles NvT /NpT,
a0 passo que, para a trajetoria em equilibrio termodinamico, conduzimos uma simulacao
no ensemble NpT com um total de 100 ns, em que cada passo de integracao assume o
valor de 1 fs.

Com o objetivo de construir o espago de configuracao, os passos de integracao
foram salvos a cada 1 ps resultando em um total de 100.000 configuragoes, as quais foram
usadas na determinacdo das médias estatisticas. As interagOes eletrostaticas existentes
além de 1,2 nm foram realizadas com o auxilio do método de soma de Ewald (PME)[179].
Ademais, valores constantes da temperatura foram obtidos utilizando o reescalonamento
de velocidade (v-rescale) [196] com periodicidade de 0,5 ps e, para o acoplamento de
pressdo, novamente utilizamos a representagdo de Parrinello-Rahman [180] com uma
periodicidade de 0,2 ps com compressibilidade constante de 4,5 x 107° (1 /bar) e aplicacoes
semi-isotrépicas.

A extracao das moléculas de DOPC/CHOL, conduzida em cada uma das mem-
branas simuladas, objetivou uma comparacao energética para a inser¢cao de moléculas de
fullereno-Cyy nas mesmas camadas lipidicas. Tanto nos processos de insercao das molécu-
las de fullereno-Cyg, quanto no que tange aos processos de retirada de monémeros DOPC
ou de CHOL, procedemos em concordancia com o método umbrella sampling, como im-
plementado no GROMACS [173]. Nesse ambito, foram realizadas 150 extragoes/inser¢oes
para os monoémeros DOPC/CHOL e fullereno-Cyy, com separagao temporal de 0,5 ns en-
tre as configuragoes iniciais. Posto isso, representamos, na Fig. (4.2), as extragoes das
moléculas DOPC e de CHOL comparando-as com o respetivo processo de inser¢ao da

molécula de fullereno-Cgg.
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Extracao DOPC e Colesterol

- —~— —~ —

Insercao Cgp

Figura 4.2: Extracao das moléculas de DOPC e de CHOL e insercdo de uma molécula
de fullereno-Cfgy. As moléculas de DOPC e colesterol sdo mostradas em verde e amarelo,
respectivamente. As moléculas de dgua sdo retratadas na forma de uma superficie azul.
Fullereno-Cg, representado por intermédio de uma esfera azul. £ corresponde a forca
harménica utilizada na remoc¢ao/inser¢ao das moléculas estudadas.

Resultados e analises

Nesta se¢ao, apresentaremos os resultados estruturais e os valores energéticos re-
lativos as nanomembranas de DOPC em solucao aquosa. Em vista disso, faremos uma
descrigao sobre os seguintes tépicos: Perfil densidade de massa e membranas DOPC/-
CHOL, Coeficiente de difusao, Energia de interagao de Coulomb e LJ, Extragdao das
moléculas Lipidio/Colesterol, Inser¢ao de fullereno-Cy e reservamos a segio intitulada de
"Consideragoes finais sobre o capitulo”, com o objetivo de tecermos alguns comentarios

sobre os resultados alcancados.

Perfil de densidade de massa das membranas DOPC/CHOL

Detalhamos, na Fig. (4.3), o perfil de densidade de massa para as membranas
DOPC/CHOL simuladas. Os resultados expostos pelo perfil de densidade apontam a
presenca de baixa taxa de concentracao de moléculas de dgua no interior da membrana

lipidica. Esse comportamento observado era esperado, pois os monomeros lipidicos sao
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hidrofébicos e tendem a repelir as moléculas de agua. Desse modo, tem-se que esses
resultados indicam a existéncia de estabilidade membranar e a coesao estrutural tornando
as membranas DOPC/CHOL estéveis para execugao das simulagdes computacionais.
Embora as moléculas de 4gua permanecam, em sua maioria, no ambiente externo
a membrana, conclui-se que hd uma ligeira taxa de infiltracdo na superficie membranar,
cerca de 2 nm. Dessa forma, constata-se que a interagdo entre as moléculas de agua e

colesterol se dao preponderantemente sob a estrutura superficial da membrana.

(a) DOPC/CHOL-00% (b) DOPC/CHOL-10%
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Figura 4.3: Perfil de densidade de massa para as estruturas DOPC/CHOL. (a) DOCP
pura; (b) DOPC/CHOL-10%; (¢) DOPC/CHOL-20%; (d) DOPC/CHOL-30%. Linha azul
= agua; Linha preta = DOPC; Linha vermelha = CHOL.

Em complemento, mostramos, na Fig. (4.4), os mapas de superficie para as mem-
branas simuladas. Esses mapas descrevem o comportamento topologico das membranas,
revelando informagoes sobre espessuras médias, presenca de ondulagoes, taxa de infil-
tragao entre outros aspectos relevantes. Isso posto, no presente trabalho, a construcao

do mapa de superficie se deu a partir de uma estrutura subdividida em uma matriz de
80 x 80.
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Os resultados mostram que as membranas lipidicas apresentam uma leve on-
dulacao, bem como podemos concluir que as referidas membranas possuem espessuras
médias com os seguintes valores: 4,096 + 0,340 nm para a DOPC pura, 4,362 + 0,346
nm para o caso DOPC/CHOL-10%, 4,503 £ 0,336 nm para DOPC/CHOL-20% e 4,642
+ 0.305 nm relativo & DOPC/CHOL-30%. Portanto, percebemos que, quando compara-
das com a DOPC pura, hd uma diferenca percentual na espessura da ordem de 6%, 10%
e 13%, respectivamente, para as membranas DOPC/CHOL-10%, DOPC/CHOL-20% e
DOPC/CHOL-30%. Logo, infere-se dos mapas de superficie que, & medida que ha a inclu-

sao de moléculas de colesterol na membrana, esta tem sua espessura média aumentada.

(a) DOPC/CHOL-00% (b) DOPC/CHOL-10%

=7 * ‘ *
i 45 45

4,0 4,0

35 \ 35

3,0 3,0

25 2,5

2,0 2,0

1,0 1,0

(c) DOPC/CHOL—-20% (d) DOPC/CHOL-30%

Figura 4.4: Espessuras membranares para os compostos DOPC/CHOL. (a) DOCP pura;
(b) DOPC/CHOL-10%; (c) DOPC/CHOL-20%; (d) DOPC/CHOL-30%. Escala em nm.

Outro resultado de extrema importancia, diz respeito a area ocupada por lipidio
em cada uma das membranas. Esses resultados revelam mais informacgoes sobre a dispo-
sicao espacial dos lipidios e moléculas de colesterol, bem como apontam a influéncia que
as moléculas de colesterol fazem sobre o arranjo configuracional do sistema. Dessa forma,
a partir da aplicagdo da Eq. (4.1), podemos estimar os valores das dreas ocupadas por

lipidio em cada uma das camadas membranares.
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[dim(z) X dim(y)]
DPOC's

Em que dim(z) e dim(y) correspondem as dimensoes das caixas de simulagao nas diregoes

APM — (4.1)

x e y, respectivamente, e DOPC's faz referéncia ao niimero de lipidios na membrana.
Expomos, na Tabela (4.2), os resultados oriundos da DM, bem como aquele
originario de técnica experimental para o nimero de ocupacao nas membranas. Desses
resultados, aponta-se, portanto, que ha uma menor area de ocupagao dos lipidios a medida
que o numero de colesterol aumenta, evidenciando que as moléculas de DOPC estao mais
compactas e aproximadas entre si, aumentando a rigidez membranar. Nesse dominio,
a reducao no valor da area ocupada esta relacionada ao decréscimo da mobilidade das

moléculas na membrana quando a esta ¢ adicionada moléculas de colesterol.

Area por lipidio | Resultado obtido  Resultado obtido
nm?/DOPC via DM experimentalmente
DOPC 0,686 0,726 [197]
DOPC/CHOL-10% 0,602 -
DOPC/CHOL-20% 0,552 -
DOPC/CHOL-30% 0,501 -

Tabela 4.2: Ntimero médio de ocupagao de area por lipidio nas estruturas DOPC/CHOL.

Coeficiente de difusao

Prosseguindo com as analises dos resultados, neste momento do trabalho, discor-
reremos sobre uma abordagem denominada de coeficiente de difusdo. Tal tematica visa
introduzir um parametro quantitativo que possa servir de indicativo para o grau de mo-
bilidade das estruturas que compdem a membrana, bem como apresentar a influéncia que
a temperatura, ou a concentracao de determinado soluto, possui sobre a producao do
espaco de fase estatistico. De todo modo, a sistematica apresentada possibilita estudar
fenomenos de transporte entre meios com diferentes concentragoes, assim como avaliar a
rigidez membranar.

Sendo assim, para avaliarmos a mobilidade dos constituintes membranares,
observamos que as estruturas atomicas, sejam nos compostos gasosos, liquidos ou sélidos,
estao em constante movimento vibracional em decorréncia das temperaturas as quais
estao submetidas. Nesse contexto, em cada passo de simulacao, existem deslocamentos dos
atomos em torno de suas posi¢oes de equilibrio, de forma que essas pequenas flutuacoes
devem ser levadas em conta para efeito de construgao das trajetorias da DM.

Ademais, ha, no a&mbito da mecanica estatistica, uma outra abordagem matema-

tica intitulada de deslocamento quadratico médio (em inglés, Mean Square Displacement,
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MSD), que esta associada a capacidade de dispersao (ora chamada difusdo) das particu-

las do sistema. MSD representa o computo da média dos quadrados dos deslocamentos,

tendo por referéncia a posi¢ao da particula tomada em um tempo determinado, geralmente

o tempo inicial de simulagdao (¢t =0). A Eq. (4.2) demonstra a expressao matematica uti-
lizada para descrever a fungao MSD [164].

T

MSD = N;(xl(At) —20:)? + (Yi(A) — yoi)* + (2:(At) — 20:), (4.2)

em que N esta associado ao nimero de particulas constituintes do sistema, At representa

o passo de integracao e xg;, yo; € 20; descrevem as posic¢oes iniciais para a particula i-ésima.

Por sua vez, o processo denominado de difusao, consiste, em resumo, no fenémeno

de transporte de substancias moleculares entre regioes com diferentes concentragoes. Nesse

aspecto, a difusao tem como origem o movimento molecular das particulas dispersas sobre

o fluido. A lei macroscépica que descreve o fluxo de difusao (j) é creditada a Fick, sendo
expressa pela Eq. (4.3) [198].

j=—DVe, (4.3)

sendo que o termo c representa a concentracao do composto molecular, enquanto que D
corresponde a uma constante de proporcionalidade, intitulada de coeficiente de difusao,
que esta associada a facilidade com que cada soluto se move em determinado solvente
[198].

Em sistemas nas fases liquidas e gasosas, ha o fendmeno da dispersao, que consiste
no movimento randomico das particulas suspensas. Este movimento é conhecido como
movimento Browniano e, em meados de 1905, foi estudado por Einstein [199]. Desse
modo, Einstein modelou o deslocamento quadratico médio como uma fung¢ao linear com

a constante de difusao D, resultado na Eq. (4.4)
{(r —rg)?) = 2dDAL, (4.4)

sendo que o termo d corresponde ao nimero de dimensoes simuladas e At representa o
tempo decorrido desde o estado inicial do sistema [198].

Feito esse breve apontamento, relatamos, conforme exposto na Tabela (4.3),
medidos em 107° cm? s7!, os coeficientes de difusao de Einstein para os compostos
DOPC, colesterol e dgua. Também apresentamos, segundo a Fig. (4.5), os gréficos do
modelo computacional para o calculo do deslocamento quadratico médio cujos resultados
foram sintetizados na Tabela (4.3). Analisando os resultados, temos que a mobilidade das
moléculas de DOPC e colesterol diminuem a medida que as moléculas de colesterol sao

inseridas na bicamada lipidica.
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Difusao DOPC DOPC/ DOPC/ DOPC/
(107° cm? s71) CHOL-10% CHOL-20% CHOL-30%
DOPC 0,2261 0,2330 0,1049 0,0833
+ 0,0907 £ 0,0858 + 0,1322 + 0,0237

Agua 4,8740 4,6590 4,7795 4,8479
+ 0,0044  + 0,0858 + 0,2649 £+ 0,1131

Colesterol - 0,2419 0,1095 0,0857
40,1024 40,1389 + 0,0347

Tabela 4.3: Coeficiente de difusao para as moléculas DOPC, colesterol e agua.

(a) Agua (b) DOPC
20,0 T T 1,0 T T T
DOPC/CHOL-00% =—
DOPC/CHOL—-10%
0,8 | DOPC/CHOL-20% J
DOPC/CHOL—-30% =—
17,5 + : » .
0,6 |
15,0 0,4 |
0,2 _
12,5 F :
0n
~ 0,0 | | | |
g 0 0,2 0,4 0,6 0,8
w1001 | Tempo [ns]
% (c) Colesterol
= 1,0 I T T
(% DOPC/CHOL-10%
s 7.5 . DOPC/CHOL—-20%
0,8 | DOPC/CHOL—-30%
5,0 - 7016 B ]
0,4 |
2,5 : » s
DOPC/CHOL-00% =—
DOPC/CHOL-10% 0,2 | 7]
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0,0 | | | | 0,0 | | |
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|
0,2 0,4 0,6 0,8
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Figura 4.5: Curvas MSD obtidas a partir das simulagoes de DM. (a) Colesterol, (b) DOPC

e (c) Agua.
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Em conjunto com as ferramentas computacionais, realizou-se a colabora¢ao com
o Prof. Dr. Sebastido Antoénio Mendanha Neto do Instituto de Fisica da UFG (IF-UFG),
que, utilizando a técnica experimental denominada de ressonancia de spin eletronico, teve
por intuito apresentar um parametro que possa servir de comparativo com os resultados de
mobilidade obtidos via DM. O parametro em questao é intitulado de tempo de correlagao
rotacional, 7., e pode ser entendido como o tempo médio que uma molécula rotaciona em
torno de um determinado eixo e geralmente esta associado a microviscosidade de uma
membrana [200, 201].

Na Fig. (4.6), apresentamos o comportamento experimental do tempo de corre-
lacao rotacional em funcao da temperatura tendo por base a concentragao de colesterol
presente na estrutura membranar. As analises dos referidos resultados indicam que a adi-
¢ao de moléculas de colesterol proporciona uma significativa diferenca na microviscosidade
na faixa de temperatura de 10-25 °C, ao passo que na faixa de temperatura 30-40 °C as

variacoes na microviscosidade sao mais ténues.

16,0 T T T T T T T
! I I DOPC/CHOL—-30% —%—
I I I I ; DOPC/CHOL—-20% —v—
140 - o -~ - - DOPC/CHOL—-10% —w—
a T ! ! r 7 DOPC/CHOL-00% 7

8,0 -
6,0 |- -
4,0 1 I I L 1 I I

8 12 16 20 24 28 32 36 40

Temperatura (°C)

Figura 4.6: Correlacao rotacional em fungao da temperatura. (a) DOCP pura (Cinza); (b)
DOPC/CHOL-10% (Preto); (¢) DOPC/CHOL-20% (Vermelho); (d) DOPC/CHOL-30%
(Azul).

Por fim, em virtude dos resultados apresentados na Fig. (4.6), ha, na regiao 10-
25 °C, um notavel incremento nos valores do parametro 7. a medida que se aumenta
a concentracao de colesterol na membrana. Assim, posto que nossas simulacoes foram
realizadas na faixa dos 25 °C, observa-se que ha uma aproximagao entre os resultados
obtidos tedrica e experimentalmente, uma vez que hé o estabelecimento de uma relagao

inversa entre o tempo de correlagao rotacional e o coeficiente de difusao [202].
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Energia de interagcao de Coulomb e Lennard-Jones

Nesta se¢do, analisaremos os resultados obtidos para as interacdes de Coulomb
¢ os valores das energias de Lennard-Jones (LJ), ambas determinadas em kJ/mol,
conforme descrito na Tabela (4.4). Cada valor da energia foi determinado por niimero de
moléculas de DOPC. A vista disso, faremos, separadamente, as seguintes anélises: lipidio-
lipidio (DOPC-DOPC), lipidio-dgua (DOPC-Agua), lipidio-colesterol (DOPC-CHOL),
colesterol-dgua (CHOL-Agua) e colesterol-colesterol (CHOL-CHOL).

DOPC DOPC/ DOPC/ DOPC/
CHOL-10% CHOL-20% CHOL-30%

Interagdo de Coulomb

DOPC-DOPC 2235 4 3.7 223.8 & 4,0 226,6 & 4,3 2287 4+ 4.4
DOPC-Agua -369,4 + 7,1 -368,5 + 7,5 -370,0 £ 7,9 -374.2 + 83
DOPC-CHOL - 0,9+ 0,5 21+£10 -38+12

CHOL-Agua — 43,9 + 6.4 4554+ 43 447+ 35
CHOL-CHOL - 78,3 £+ 2.1 778+ 14 773412

Interagao LJ

DOPC-DOPC  -222,6 + 2,0 -214,4 + 2,0 -203,0 £ 2,2 -190,5 + 2,1
DOPC-Agua  -36,7 + 1,8 -36,2 + 1,8 -36,0 £ 2,0  -36,7 + 2,0
DOPC-CHOL — -20,2 + 0,6 A7T4+13  -T47+19
CHOL-Agua - -1,9+23 19416 -1,7+1,3

CHOL-CHOL — - 14,8 + 3,6 20,3+ 3,1 -25,7+27

Tabela 4.4: Energia de interacdo de Coulomb e Lennard-Jones (LJ) para o sistema
DOPC/CHOL [em kJ/mol]. Os valores das energias sdo mostrados por moléculas de
DOPC.

As andlises dos resultados mostram que as interagbes de Coulomb entre as
moléculas de DOPCs, representadas por E§adomb ... permanecem aproximadamente
constantes, muito embora ocorra a inclusao de moléculas de colesterol no interior da
bicamada lipidica. Nesse cenério, as interacoes de Coulomb existentes entre as moléculas
de DOPC assumem os seguintes valores: E§&domb, o = 223 5: 223.8; 226,6; 2287
kJ/mol para as membranas DOPC pura, DOPC/CHOL-10%, DOPC/CHOL-20% e
DOPC/CHOL-30%, respectivamente. Assim, observa-se que as diferengas energéticas
figuram, em média, préximas a 2,2% e nao representam uma diferenca expressiva.

Apesar do comportamento observado para a energia de Coulomb, constata-se
que os resultados relativos as interagdes de LJ, descritas por E5) pe_ pope» apresentaram

um significativo decréscimo a medida que moléculas de colesterol foram adicionadas a
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membrana. Desse modo, os resultados relacionados as interagdes LJ assumem os seguintes
valores: E5L oo pope = -222,6; -214,4; -203,0 e -190,5 kJ /mol, para as membranas DOPC
pura, DOPC/CHOL-10%, DOPC/CHOL-20% ¢ DOPC/CHOL-30%, respectivamente.
Sendo assim, observa-se que o aumento de moléculas de colesterol ampliou a energia de
interagao entre as moléculas de DOPC-DOPC cuja consequéncia é o alinhamento entre
os monomeros adjacentes, promovendo o aumento de estabilidade membranar.

Quanto as interagoes coulombiana e LJ estabelecidas entre as moléculas de DOPC
e colesterol, representadas por ES2domb o e E5L e cnor, respectivamente, notamos
que ha um aumento desses valores a medida que moléculas de colesterol sao incluidas na
membrana. Nesse caso, os resultados sio expressos por: E§&domb. o = [-0,9; -2,1; -3,8]
kJ/mol, por unidade de DOPC, e B, -nor= 1-20,2; -47,4; -74,7] kJ /mol, por unidade
de DOPC, para as membranas DOPC/CHOL-10%, DOPC/CHOL-20% e DOPC/CHOL-
30%, respectivamente.

Logo, em virtude do acréscimo observado para os valores das energias, tanto
dos termos de Coulomb (aumento por volta de 4,2 vezes), quanto de LJ (aumento de
3,7 vezes), nota-se que o aumento da quantidade de moléculas de colesterol torna as
membranas mais estavel e que as interacoes DOPC-CHOL passam a exercer elevada
importancia energética, contribuindo para que a membrana fique integra e coesa durante
toda a simulagdo computacional. Vé-se, desse modo, que as interagOes entre os pares
DOPC-CHOL e DOPC-DOPC sao fundamentais na estabilizacdo das membranas, cujo
reflexo é a baixa concentracao de moléculas de dgua no interior da membrana.

As energias de LJ e Coulomb, estabelecidas entre as moléculas CHOL-CHOL e
representadas por EX% o cnor € ES3mb . o1, tespectivamente, assumiram os seguintes
valores: EGouomb o = [-78,3; -77,8; -77,3] kJ/mol e E.Lor crnor = [-14,8; -20,3; -25.7]
kJ/mol para as membranas DOPC/CHOL-10%, DOPC/CHOL-20% ¢ DOPC/CHOL-
30%, respectivamente (as energias foram calculadas por moléculas de colesterol). Dessarte,
quando analisamos em conjunto as contribui¢des de Coulomb e LJ, constata-se que ha
um aumento nas contribuigoes energéticas firmadas entre as moléculas CHOL-CHOL,
promovendo, dessa forma, o aumento da estabilidade membranar a medida que moléculas
de colesterol sao adicionadas & membrana, bem como foi observado anteriormente.

Finalmente, sobre as interagoes existentes entre os monomeros DOPC-CHOL
com as moléculas de dgua, encontramos os seguintes valores: Eg}’{“(l)OLm_bAgua: [-43,9; -45,5;
-44.7] kJ /mol, para DOPC/CHOL-XX%, com XX= 10%, 20% e 30%, resultando em um
diferenga percentual méxima entre os valores igual a 3,5% e EC2uomt gua— -369,4; -368,5;
-370,0; -374,2] kJ /mol, para DOPC/CHOL-XX%, com XX= 00% (membrana pura), 10%,
20% e 30%, com diferenca percentual maxima entre os valores igual a 1,5%. Em face da
inexpressiva diferenca percentual encontrada para a interagao energética com as moléculas
de agua, pode-se afirma que o processo de insercao de moléculas de CHOL nao alteram,

significativamente, a interacdo entre os grupos CHOL-Agua e DOPC-Agua.
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Extracao das moléculas DOPC/Colesterol

Buscando avaliar aspectos estruturais, bem como entender o comportamento ener-
gético das membranas DOPC/CHOL, realizamos uma sequéncia de 150 extrac¢oes de uma
unica molécula DOPC e, posteriormente, mais 150 extracoes relativas ao monoémero de co-
lesterol. Cada extragao foi conduzida sobre configuragoes estaveis distantes 0,5 ns. Ambas
as extragoes foram realizadas por intermédio da técnica denominada umbrella sampling,
assim como implantado na versao 2016 do programa GROMACS [173]. Exibimos, con-
forme apresentado nas Figs. (4.7) e (4.8), respectivamente, a dindmica de extragdo dos
mondémeros DOPC e CHOL.

Figura 4.7: Extracdo da molécula de DOPC. As Figs. (a), (b), (c) e (d), respectivamente,
correspondem a evolugao temporal no processo de extracao da molécula. DOPC (verde),
CHOL (amarelo) e dgua (azul).

Figura 4.8: Extragao da molécula de colesterol. As Figs. (a), (b), (c) e (d), respectivamente,
correspondem a evolugao temporal no processo de extracao da molécula. DOPC (verde),
CHOL (amarelo) e dgua (azul).
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Expomos, de acordo com a Fig. (4.9), os resultados das 150 extragoes da molécula
de DOPC, retratando as respectivas médias e os desvios-padrao. Conclui-se, da Fig. (4.9),
que, para a realizacao de algumas das 150 extragoes, a forca necessaria para a remocao
de um monoémero de DOPC da membrana lipidica pode chegar até cerca de 1200 kJ/mol
nm, no entanto, observamos que as médias das extragoes, de modo geral, tiveram valores

compreendidos na faixa entre 700-800 kJ/mol nm.
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Figura 4.9: A esquerda, representado em cinza, plotamos todas as 150 extracoes das
moléculas DOPC, enquanto que as linhas vermelhas correspondem aos valores médios
de todas as medidas. A direita, encontram-se a média e o respectivo desvio-padrao. (a)
DOCP-00%; (b) DOPC/CHOL-10%; (¢) DOPC/CHOL-20%; (d) DOPC/CHOL-30%.
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Destacamos, na Fig. (4.10), os valores das forcas médias requeridas para as
extragoes dos monomeros de DOPC. A regidao compreendida em roxo representa a
diferenga entre os diversos valores maximos encontrados para a forca de remocao. A
partir dos resultados, concluimos que o processo de extracao das moléculas de DOPC
é independente do nimero de colesterol presentes na membrana, pois as diferencas
observadas entre os valores médios maximos das forcas de extragdo estdo proximas a
20 kJ/mol nm. Logo, ao compararmos a diferenca encontrada para a forca de extracao
com o valor maximo alcangado para a remoc¢ao do DOPC, identificamos que a diferenga

corresponde a 2,1% e nao representa um valor significativo.

0,9 T T T T L
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Figura 4.10: For¢ca média para a extragdo dos mondémeros de DOPC. (Azul)
DOPC/CHOL-10%; (Verde) DOPC/CHOL-20%; (Preto) DOPC/CHOL-30% e (Verme-
lho) DOPC-00%. Faixa de energia cujo valor ¢ AF = 20 kJ/mol nm.

Nossos resultados mostram que, independentemente de qual seja a membrana em
estudo, o valor maximo encontrado para a forca de extragao ocorre por volta de 10 ns.
Por outro lado, apdés a separagao entre o monomero e a superficie membranar, a forga
de extragao lentamente decai até alcangar valores préximos a 350 kJ/mol nm, sendo que
este valor corresponde aquele existente entre a molécula recém extraida e o solvente,
entendido como uma forga de arrasto. Portanto, concluimos que se faz necessaria uma
forca 2,5 vezes mais elevada para extrair uma molécula de DOPC quando comparamos
com a forga necesséaria para arrastar essa mesma molécula na solugao aquosa.

Na Fig. (4.11), apresentamos o mesmo processo de extragdo para os monomeros
de colesterol. Esses resultados indicam que os valores maximos para as forgas de extracoes
médias das moléculas de colesterol tém valores compreendidos entre 490-520 kJ /mol nm,
sendo que estes resultados correspondem a 60% da forca média requerida para a extracio
das moléculas de DOPC. Constatamos ainda que, ocasionalmente, os valores para as
extragoes dos monomeros de colesterol tém picos em torno de 1000-1200 kJ/mol nm, a

depender do sistema molecular sob analise.
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Figura 4.11: (Esquerda) Em cinza representamos as forcas de extragdo para as moléculas
de colesterol, enquanto que a curva em vermelho representa a média obtida dos a partir
dos processos das forgas. (Direita) Correspondentes valores médios e desvios-padrao. (a)

DOPC/CHOL-10%; (b) DOPC/CHOL-20%; (c) DOPC/CHOL-30%.

Em ultima andlise, apresentamos, na Fig. (4.12), a concatenacdo dos valores
maximos para a forca de extracao das moléculas de colesterol. Identificamos, novamente,
a regiao estabelecida entre os maximos na coloracdo roxa. As avaliagbes indicam que
as diferentes concentragoes de colesterol nao alteram, significativamente, a dindmica do
processo de extragao, sendo que a diferenga observada entre os maximos das forcas médias
de extragdo é de 30 kJ/mol nm e revelam que, de maneira geral, as curvas de extragao,
para ambos os casos, apresentam comportamento similar. Também identificamos que as
forgas de arrasto das moléculas de colesterol estdao préximas a 200 kJ/mol nm. Esses
resultados indicam que as forgas de arrasto para as moléculas de colesterol correspondem

a cerca de 2/3 das forgas de arrasto para as moléculas de DOPC em &dgua.
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Figura 4.12: Forga média para a extragdo dos monomeros de colesterol. (Azul)
DOPC/CHOL-10%; (Verde) DOPC/CHOL-20%; (Preto) DOPC/CHOL-30%. Faixa de
energia cujo valor é AF = 30 kJ/mol nm.

Insercao do fullereno-Cy em membranas DOPC/CHOL

No processo de inser¢ao da molécula de fullereno-Cygy, em um primeiro momento,
posicionamos o fullereno-Cyy a uma determinada distancia da superficie da membrana
lipidica. Posteriormente, o fullereno-Cy, foi inserido na membrana, em uma de suas faces,
e extraido do lado oposto, em consonéncia ao exposto na Fig. (4.13). Retratamos na
Fig. (4.14) o resultado das forgas requeridas durante o processo de inclusao/exclusao da
molécula de fullereno-Cg.

Figura 4.13: Inser¢ao da molécula de fullereno-Cgy. A Fig. (a) representa a situagao inicial,
seguida pelas Figs. (b),(c) e (d). A Fig. (d) representa o momento em que a molécula de
fullereno-Cgo transpassa a membrana lipidica. Azul escuro: fullereno-Cgy. Verde: DOPC.
Amarelo: CHOL.
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Os resultados apresentados na Fig. (4.14) indicam que os valores médios para
as insercoes de moléculas de fullereno-Cg, assumem valores compreendidos entre 740-820
kJ/mol nm. Os resultados mostram um aumento significativo da forga requerida para a
insercao a medida que a concentracao de colesterol aumenta na membrana. Nesse contexto,
frisamos os valores das for¢as médias maximas como sendo: 740 kJ/mol nm para DOPC
pura, 750 kJ/mol nm para DOPC/CHOL-10%, 770 kJ/mol nm para DOPC/CHOL-20%
e 820 kJ/mol nm para DOPC/CHOL-30%.
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Figura 4.14: (Esquerda) Em cinza, representamos as forgas requeridas para a inser¢ao da
molécula de fullereno-Cgy na camada lipidica para os 150 processos executados. O processo
de insergao é seguido por um processo de extracao no lado oposto da membrana. Linha
vermelha representa o valor médio. (Direita) Em azul, temos o desvio padrao. (a) DOCP
pura; (b) DOPC/CHOL-10%; (¢) DOPC/CHOL-20%; (d) DOPC/CHOL-30%.
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As andlises dos resultados da insercao do fullereno-Cg, indicam que os valores
médios requeridos para a extragao de uma molécula de DOPC aproximam-se dos valores
obtidos para a insercao do fullereno-Cgy. Entretanto, a comparagoes entre a extracao
de moléculas de colesterol e inser¢ao da molécula de fullereno-Cgy apontam que, em
média, o processo de inser¢do das moléculas de fullereno-Cygy necessita de uma forga
média 50% mais elevados do que aqueles necessirios para a retirada de uma molécula
de colesterol. Ademais, retratamos, na Fig. (4.15), os valores médios observados para a
insergao/extracao da molécula de fullereno-Csy nas membranas DOPC/CHOL-XX%.

Pode-se observar, na Fig. (4.15), a presenca de um segundo pico na forga que cor-
responde ao momento da extragao da molécula de fullereno-Cyy na outra face da bicamada.
Os valores méximos para as forcas médias do segundo pico sao representados por 630, 650,
640 e 680 kJ/mol nm, respectivamente, para DOPC/CHOL-XX%, com X X = 00, 10, 20,
30%. H4 uma redugdao nos valores maximos, pois, durante a inser¢ao de fullereno-Cy,
a estrutura da membrana DOPC/CHOL-XX% foi comprometida, resultando, assim, em

menores valores necessarios para a forga de extracao do fullereno-Cl.
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Figura 4.15: Sobreposicio das médias requeridas para a insergdo/extracdo da mo-
lécula de fullereno-Cyp nas membranas DOPC/CHOL-XX. (Linha vermelha) DOCP
pura; (Linha azul) DOPC/CHOL-10%; (Linha verde) DOPC/CHOL-20%; (Linha preta)
DOPC/CHOL-30%. Faixas de energias iguais a AF1 =20 e AF3 = 50 kJ/mol nm.

Constatamos a partir da Fig. (4.15) que a regido central da membrana possui uma
menor forca de resisténcia quando comparada com as bordas da bicamada lipidica. Tal
comportamento é decorrente da menor densidade de massa encontrada na regiao central,

assim como pode ser visualizado no perfil densidade de massa disposto na Fig. (4.3).
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Em sintese, analisando os resultados da interacao do fullereno-Cyy com a mem-
brana DOPC, observa-se que o aumento das moléculas de colesterol na bicamada lipidica
resulta na ampliagao da forga necessaria para promover a inclusao/exclusao da molécula
de fullereno-C. Pode-se concluir isso, pois, quanto ao processo de inclusao de fullereno-
Cso (primeiro pico da Fig. (4.15)), temos os seguintes valores para as for¢as maximas:
720, 730, 750 e 800 kJ/mol nm, para DOPC/CHOL-XX%, com XX = 00, 10, 20 e 30%,
mostrando que ha um aumento da for¢a quando as moléculas de colesterol sao inseridas.

Por outro lado, tratando-se da exclusao de fullereno-Cy (segundo pico da Fig.
(4.15)), as forgas méaximas sao: 630, 650, 640 e 680 kJ/mol nm, respectivamente, para
DOPC/CHOL-XX%, com XX = 00, 10, 20, 30%, e, de mesmo modo, observamos o
aumento da forca a medida que as moléculas de colesterol sao adicionadas a membrana.
Tem-se, assim, que as moléculas de colesterol exercem um papel central no processo de

manutenc¢ao da rigidez estrutural das membranas lipidicas.

Consideracoes finais sobre o capitulo

Ao longo do capitulo exposto, apresentamos os resultados computacionais e
experimentais relativos ao comportamento energético e estrutural das membranas DOPC,
quando as membranas lipidicas sao inseridas moléculas de colesterol a uma razao de 10%,
20% e 30% em comparacao com a concentracao de DOPC. Assim, como forma de conclusao
do presente capitulo, revisitaremos os principais resultados e suas devidas implicacoes.

Quanto ao perfil densidade de massa, os resultados computacionais indicam a
presenca de baixa taxa de concentracdo de moléculas de agua no interior da membrana
lipidica, cuja consequéncia ¢ a formagcao de estruturas membranares estaveis e perduraveis.
Tal resultado era esperado em decorréncia do alto carater hidrofébico que as moléculas de
lipidio apresentam. Esse comportamento estavel encontrado para as membranas lipidicas
era uma condi¢ao imprescindivel para inicio das simulagoes, porquanto garantia que as
membranas estavam em equilibrio termodinamico.

Em adicao, realizamos o calculo da area média ocupada por lipidio em cada
camada membranar. Esses resultados apontaram que a inclusao de moléculas de colesterol
promove uma redugao na area ocupada por cada moléculas de DOPC, resultando, dessa
forma, em estruturas membranares mais compactas. Outrossim, podemos inferir que, ao
aumentar o nimero de moléculas de colesterol na membrana, a for¢a requerida para a
inser¢ao do composto fullereno-Cyg acentua-se na mesma proporgao.

Sobre o coeficiente de difusao, o parametro experimental denominado de tempo
de correlacao rotacional, 7, assinala a influéncia que as moléculas de colesterol tém sobre
a mobilidade membranar, cuja implicagao direta é o aumento da rigidez dos compostos
moleculares a medida que ha a inclusao de moléculas de colesterol. Nossos resultado

computacionais vao de encontro aos obtidos pelo meios experimentais, atestando uma
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clara dependéncia da mobilidade membranar com o aumento de moléculas de colesterol.
Ademais, ha de se observar que o aumento da rigidez membranar também repercute
diretamente na forga necessaria para procedermos & insercao ou a extracdo da molécula
de fullereno-Cyy.

As analises das interacoes de Coulomb e LJ, entre os constituintes membranares,
apontam que as interac¢oes firmadas entre os monémeros DOPC-DOPC, DOPC-CHOL e
CHOL-CHOL tiveram seus valores aumentados a propor¢ao que as moléculas de colesterol
foram adicionadas a membrana lipidica. Nesse contexto energético, depreende-se que o
aumento de colesterol na estrutura membranar influi, de maneira decisiva, no processo de
estabilidade e rigidez membranar. De mesmo modo, vé-se que o aumento da energia entre
os mondmeros é responsavel por manté-los com uma direcao preferencial, implicando na
formacao de estruturas com reduzidas taxas de infiltracao aquosa.

Acerca dos resultados obtidos a partir da técnica de inclusao/exclusao da molécula
de fullereno-Cygg, observamos que ha uma aumento da forga necessdria para a respectiva
inclusdo/exclusdo em decorréncia do aumento de moléculas de colesterol presentes na
membrana. Desse modo, conclui-se que o aumento da rigidez membranar esta diretamente
ligado ao aumento de moléculas de colesterol na bicamada lipidica. Entao, identificamos
que o aumento da rigidez dos compostos moleculares implica em um aumento da energia
necessaria para procedermos a técnica de pulling.

Por ultimo, quanto a comparacao estabelecida entre o processo de inclusao da
molécula de fullereno-Cgy e a extracao das moléculas de DOPC e colesterol, as anélises
realizadas indicam certa similaridade entre o processo de inclusao da molécula fullereno-
Cso € a extracao da molécula de DOPC. Todavia, efetuando a anélise entre a inclusao da
molécula fullereno-Cyy e a extragdo da molécula de colesterol, observa-se que, em média,
para a insercao do fullereno-Cpg, é necessaria uma forga de inser¢ao por volta de 50% mais

elevada que aquela encontrada para a retirada da molécula de colesterol.
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CAPITULO

INTERACAO ENTRE O FARMACO
[.-GL13K E AS MEMBRANAS LIPIDICAS

A prescrigao médica inapropriada, a escassez de testes para orientar a adequada
prescricao de antibiéticos, bem como o uso excessivo destes medicamentos tém promovido
um fendémeno global de resisténcia aos tradicionais agentes bactericidas [89]. Portanto, ha,
nas ultimas décadas, notaveis avangos cientificos direcionados a producgao de farmacos que
possam aumentar a eficicia contra as agdes nocivas das bactérias, dos fungos e dos virus
(92, 93].

Entre a nova classe de agentes com caracteristicas antimicrobianas, destacam-se
aqueles construidos a base de peptideos. Nesse ambito, o enantiomero da molécula pepti-
dica GL13K, a saber, L-GL13K, é um bactericida com comprovada eficacia contra diversas
bactérias, a exemplo das Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Streptococcus gordo-
nii [102], que, conforme relatado no primeiro capitulo, podem causar pneumonia, infec¢ao
intestinal e insuficiéncia cardiaca, respectivamente.

A vista das mencionadas potencialidades farmacoldgicas atreladas ao mondmero
L-GL13K, objetivamos, neste capitulo, avaliar, de um ponto de vista computacional,
quais sdo as etapas relacionadas a interacao entre o monoémero polipeptidico L-GL13K
e as membranas lipidicas compostas por DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) e moléculas
de colesterol (CHOL) a uma proporgao de XX = 00, 10, 30%. Enfim, nas préximas
seqoes, apresentaremos a metodologia abordada, bem como os resultados obtidos para

estes sistemas.
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Detalhes computacionais

Acerca dos aspectos computacionais associados as simulagoes deste capitulo, pro-
movemos a interagdo entre o mondémero antimicrobiano L-GL13K e as seguintes membra-
nas lipidicas: membrana pura formada por 128 mondémeros de Dipalmitoilfosfatidilcolina
(DOPC) e membranas DOPCs com propor¢oes de 10% e 30% de moléculas de colesterol
(CHOL). Para efetuarmos as andlises do comportamento da densidade de massa, forca
de insercao e numero de ligagoes de hidrogénio, calculamos as médias estatisticas e os
respectivos desvios-padrao dessas grandezas fisicas. Sobre o processo de construcao do
monomero L-GL13K, utilizamos o programa PyMOL [203], ao passo que as estruturas
iniciais dos compostos moleculares DOPC/CHOL foram obtidas na base de dados Joakim
P. M. Jambeck et al [192, 193].

A etapa de equilibragdo energética foi realizada com alternancia nos ensem-
bles isovolumétrico-isotérmico (volume e temperatura constantes, denominando ensemble
NvT) e isobéarico-isotérmico (pressao e temperatura constantes, ensemble NpT). Para a
trajetéria responsavel por armazenar as configuracoes finais, conduzimos uma simulagao
no ensemble NpT de 100 ns, sendo que, para cada passo de integracao, assumimos o va-
lor de 1 fs. Ademais, valores constantes para a temperatura foram obtidos utilizando o
reescalonamento de velocidade (v-rescale) [196], com periodicidade de 0,5 ps e, quanto ao
acoplamento de pressao, utilizamos a representacao de Parrinello-Rahman [180], com uma,
periodicidade de 0,2 ps e compressibilidade constante de 4,5 x 10~° bar~!. As moléculas
de dgua foram simuladas usando o modelo TIP3P [194], enquanto que os monomeros de
lipidio, colesterol e L-GL13K foram modelados utilizando o campo de forca CHARMMS36
[149].

No decorrer do processo de interagao entre o peptideo L-GL13K e as membranas
lipidicas, procedemos com a técnica de umbrella sampling, conforme implementado no
programa GROMACS [173]. Nesse sentido, foram realizadas 150 inser¢oes do citado
monomero farmacolégico, com separagao temporal de 0,5 ns entre duas configuragoes
consecutivas, sendo que ambas configuracoes estavam em equilibrio termodinamico. Em
seguida, com o objetivo de quantificar a influéncia gerada pelo peptideo L-GL13K sobre
as membranas lipidicas simuladas, comparamos os perfis de densidade antes e apds a
insercao do farmaco, apontando as diferencas encontradas entre esses dois momentos.

Além desses aspectos, efetuamos uma analise comparativa com o objetivo de ava-
liar os resultados alcancados tanto para a forga de inser¢ao do monémero L-GL13K, quanto
para as ligagoes de hidrogénio mantidas entre o farmaco e a membrana. Finalmente, repre-
sentamos, na Fig. (5.1), as etapas relacionadas a inser¢do do composto L-GL13K. Logo,
apresentamos a mencionada figura da seguinte forma: em vermelho, encontra-se a mo-
lécula L-GL13K. As cores verde e amarelo representam, respectivamente, os compostos

DOPC e CHOL, enquanto que a superficie azulada retrata as moléculas de agua.
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(a) (b)

(d)

Figura 5.1: Interacdo entre o farmaco L-GL13K e a membrana lipidica. O quadro (a)
representa a situacgao inicial. Em (d), destacamos o momento em que a molécula L-GL13K
transpassa a membrana lipidica. Vermelho: L-GL13K, verde: DOPC, amarelo: CHOL e
azul: agua.

Detalhes computacionais sobre a técnica de umbrella sampling

Conforme anteriormente pontuamos, os resultados provenientes da interacao entre
o polipeptideo L-GL13K e as membranas lipidicas DOPC/CHOL-X X%, com XX = 00,
10, 30%, foram alcancados mediante a técnica de umbrella sampling. Essa técnica, através
de sucessivas aplicagoes de potenciais harmonicos, conduz o sistema molecular aos estados
energéticas mais desfavoraveis e se mostra uma abordagem imprescindivel na obtengao
das propriedades estatistica do sistema fisico sob anélise.

Nesse quadro, reafirmaremos que a técnica de umbrella sampling foi estabelecida
com uma sequéncia de 150 inser¢oes do farmaco L-GL13K, com separagdo temporal
de 0,5 ns entre duas configuragoes consecutivas. Ademais, a operacionalizagao dessas
etapas deu-se nos mesmos moldes das simula¢oes conduzidas nos capitulos trés e quatro.
Todavia, tratando-se da sistematica abordada no presente estudo, identificamos certas
singularidades que julgamos serem imperiosas, motivos pelos quais as descreveremos
em mais detalhes nas analises que se sucedem. Isso posto, detalharemos os problemas
que foram observados, bem como apontaremos as respectivas solugoes encontradas,
descrevendo os diversos estagios que antecederam ao processo de inser¢cao molecular.

Sendo assim, em um primeiro momento das simulagbes computacionais, foi
realizada uma etapa direcionada a producao das configuracoes estaveis sobre as quais a
técnica de umbrella sampling sera executada. Durante essa primeira etapa da simulacao,
fixamos o mondémero ao longo do eixo Z da caixa de simulacao e procedemos de forma

que o peptideo L-GL13K pudesse se movimentar apenas no plano X — Y.
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Procedemos assim como forma de manter as distancias entre a molécula L-GL13K
e as membranas DOPCs constantes durante todas as etapas de insercao. Dessa forma,
poderiamos, diretamente, tomar a média sobre os varios valores obtidos para os perfis de
forca e de densidade, pois assegurariamos que, a cada passo de integracao, o monoémero
ocuparia a mesma distdncia entre o centro de massa do farmaco e da membrana. Logo,
nao seria necessario assumir que existem desvios-padrao associados a posi¢ao do L-GL13K
ao longo do eixo Z da caixa.

Porém, durante as sucessivas etapas relacionadas a produgao das 150 configura-
¢oOes estaveis, as dimensoes das caixas de simulagao foram diminuindo, gradativamente,
até nao ser mais possivel promover a inser¢ao molecular e, consequentemente, a simulagao
foi interrompida. Tal inviabilidade de insercao é decorrente de dois fatores que retratare-
mos a seguir. O primeiro deles é devido a alteracao no valor da pressao durante as etapas
da simulagao. Portanto, identificamos que as dimensoes espaciais associadas ao monoémero
L-GL13K contribuem para promover um desequilibrio na pressao, caso o peptideo seja
mantido fixo. Desse modo, constatamos que a promocao da técnica de umbrella sam-
pling em compostos que possuem dimensoes espaciais proximas as da membrana, na qual
sera feita a insercdo, podera alterar o acoplamento de pressao e, entao, a estabilidade da
simulagao.

Outro fator digno de nota que tende a influir nos resultados obtidos a partir
da técnica de umbrella sampling consiste na distancia existente entre o mondémero a
ser inserido e a membrana a ser transpassada. Nesse contexto, por forca das condic¢oes
originalmente impostas pelo programa GROMACS, hd um limite maximo de separagao
entre os grupos selecionados. Logo, o programa define, como padrao, para o distanciamento
maximo entre os dois grupos, o valor de 0,49 vezes o tamanho da caixa de simulacao
ao longo do eixo Z [163]. Quando a distancia ente esses grupos supera essa medida, a
simulagao ¢ interrompida e uma mensagem de erro ¢é reportada ao usuario.

A vista desse tltimo aspecto abordado, uma prética recorrente nas simulacoes
envolvendo a técnica de umbrella sampling consiste no deslocamento da membrana
simulada de modo a diminuir a distancia entre os grupos pré-selecionados. Sendo assim,
deslocamos, reiteradamente, a membrana em torno de seus eixos coordenados. Contudo,
necessita-se atentar ao fato de que, uma vez realizada a inversao da caixa ao longo de
um de seus eixos cartesianos, é necessario, de mesmo modo, alterar o sentido em que a
inclusao do monomero ocorrera, porquanto a pratica de translacdo em torno dos eixos
altera o sentido e a dire¢ao em que se dara o processo de pulling.

Em virtude desses problemas que foram relatados, a solucdo encontrada foi
deixar a molécula livre nas trés dimensoes espaciais do eixo. Entretanto, quando assim
agimos, constatamos outro problema: o monémero poderia ser encontrado em qualquer
lugar da regiao aquosa e, a depender da distancia existente entre a molécula L-GL13K

e a membrana DOPC, o processo de pulling nao mais poderia ocorrer por razoes de
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extrapolacao da distdncia maxima de separacao permitida pelo programa GROMACS,
conforme relatamos anteriormente. No mais, expomos, na Fig. (5.2), a titulo de exemplo,
algumas posi¢oes ocupadas pelo peptideo durante a etapa de construcao das configuracoes
estaveis, evidenciando que, em algumas situagoes, a insercao estaria inviabilizada de

acontecer pela direcao positiva do eixo Z.

Figura 5.2: Comparacao estabelecida entre as posi¢oes dos mondmeros L-GLI13K em
diversas etapas das simulagoes. Verde: DOPC. Amarelo: colesterol. Azul, vermelho e
marrom: Peptideos relacionados as simulagoes de niimero 7°, 8° e 20°, respectivamente.

A Fig. (5.2) foi organizada da seguinte forma: concatenamos trés situagoes
distintas que evidenciam as diversas posi¢oes admissiveis pelo farmaco L-GL13K dentro
da caixa de simula¢ao. Em marrom, canto superior a direita, retratamos o mondémero
obtido durante a 20* etapa de simulagao, enquanto que os monomeros representados
nas cores azul e vermelho referem-se as 7* e 8* simulagoes, respectivamente. Assim, as
avaliagoes provenientes desses resultados indicam que a insercao do monomero obtido na
20% simulacao nao pode ser efetivada ao longo da direcao positiva do eixo Z, sendo que,
nesse caso, tivemos que rotacionar a caixa central e, consequentemente, inverte a direcao
na qual ocorreria a insercdo do peptideo L-GL13K, orientando-o ao longo da diregao
negativa do eixo Z.

Todavia, atuando assim, teremos duas espécies de curvas para representar as
forcas de insercao e os perfis de densidade de massa dos constituintes membranares: uma
delas diz respeito aquelas que apresentam a concavidade voltada para baixo, retratando a
situacao na qual a insercao é efetivada na direcao positiva do eixo Z. A outra espécie que
obtivemos esta associada aquele padrao de curva que tera a sua concavidade voltada para
cima. Esse ultimo caso foi obtido quando realizamos o processo de insercao pela direcao
negativa do eixo Z, processo esse que foi alcancado a partir do deslocamento da caixa de
simulagao. Além disso, exemplificamos, na Fig. (5.3), essa dualidade encontrada para o

perfil de forca, mostrando as curvas de insercao para a 7%, 8%, 9* e 10* simulacao.
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Figura 5.3: Perfis da forca de insercao para o polipeptideo L-GL13K. Os resultados
apresentados reproduzem as 7%, 8, 9% e 10* simulagao. As cores azul e vermelho referem-se,
respectivamente, as simulagoes com concavidades voltadas para baixo e para cima.

Segundo os resultados decorrentes da Fig. (5.3), observa-se que, caso desejasse-
mos estabelecer a curva média para a inser¢ao do mondmero, nao poderiamos obté-la
diretamente, pois a soma das contribui¢oes entre as curvas com a concavidade voltadas
para cima (cores vermelhas) e para baixo (cores azuis) se cancelariam e nao seria possivel
estabelecer o comportamento médio durante o processo de pulling. Nesse aspecto, con-
tornamos tal problemética invertendo o perfil de for¢a da Fig. (5.3). Sendo assim, para
cada um dos resultados que apresentam a concavidade voltadas para cima, realizamos a
inversao do eixo com o intuito de manter a mesma orientacao para todos os graficos da
forca de insercao.

Um ultimo aspecto a ser abordado diz respeito as alteragoes que devem ser
efetivadas no perfil de densidade. Entao, nos mesmos moldes em que efetuamos os ajustes
do perfil da forca, também devemos alterar as curvas de densidade de massa. Isso ocorre
pois constatamos que a inversao na direcao em que se darda a insercao do monomero
L-GL13K promove mudancas nos perfis de densidade de massa, porquanto, em certas
situagoes, a insercao se estabelecera da direcao positiva para a negativa do eixo Z e, em
outros casos, 0 processo serd invertido.

Enfim, somente apds procedermos as adequagodes nas dire¢des em que a técnica
de umbrella sampling iria ser executada, bem como a realizacao dos mencionados ajustes
nas curvas de densidade de massa, promovemos as respectivas analises dos resultados
alcancados durante as etapas das simulacbes computacionais. Analise essa que nos

propomos a apresentar nas proximas segoes.
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Resultados obtidos

Neste momento do trabalho, centraremos nossos esforcos nas analises dos resulta-
dos relacionados a insergao do farmaco L-GL13K nas membranas DOPC/CHOL-X X%,
com XX = 00, 10, 30%. Portanto, avaliaremos as seguintes se¢oes: forca de inser¢ao da
molécula L-GL13K, ligagdo de hidrogénio, perfil densidade de massa dos constituintes

membranares e mapas superficiais. Ao final, sera apresentada a conclusao do capitulo.

Forca de insercao da molécula L-GL13K

Para efetuarmos as analises das forcas requeridas durante a insercdo do mono-
mero L-GL13K, utilizamos os resultados provenientes da modelagem computacional de-
nominada umbrella sampling e registramos os perfis de for¢a para as 150 inser¢oes mo-
leculares. Logo, expomos, na Fig. (5.4), a jungao de todas as curvas alcangadas durante
as inclusoes do farmaco nas membranas DOPC/CHOL-X X%, com XX = 00, 10 e 30%,

bem como apresentamos os respectivos desvios-padrao.
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Figura 5.4: Representacao das forcas necessarias para a inser¢ao do farmaco L-GL13K nas
membranas lipidicas. Os quadros (a), (c) e (e) caracterizam a unido das 150 inser¢oes. Os
quadros (b), (d) e (f) correspondem as médias e aos desvios-padrao das forgas observadas.
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Os resultados dispostos na Fig. (5.4) apontam que as forgas de insergao do
peptideo L-GL13K alcangaram valores maximos superiores a 2,1 x103 kJ/mol nm. Em
outro momento da tese, mais precisamente quando efetuamos as analises energéticas sobre
a inclusao da molécula de fullereno-Cygg, constatamos que o valor maximo obtido durante
essa etapa da simulagdo figurava em torno de 1,4 x10® kJ/mol nm [204]. Dessa forma,
podemos afirmar que, em alguns casos pontuais, a forca necessaria para efetuarmos a
inclusdo do farmaco supera em 50% o valor méaximo encontrado para a insercao da
molécula alotrépica do carbono.

Entretanto, para empreendermos uma anélise comparativa mais detalhada entre
as forcas empregadas, tanto na inser¢ao do farmaco L-GL13K, quanto do fullereno-Cy,
devemos quantificar o comportamento da inclusao através dos valores médios obtidos
durante as simulag¢oes computacionais. Por isso, expomos, na Fig. (5.5), a comparagao
entre os perfis de forcas determinados para cada sistema. Nessa figura, plotamos, no
mesmo grafico, as forcas alcancadas para a insercao do fullereno-Cygg e do farmaco L-

GL13K. Em ambos os casos, as membranas foram centralizadas em Z = 0 nm.
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Figura 5.5: Comparacao entre as forgas necesséarias para a inclusao do peptideo L-GL13K
e do fullereno-Cgg. Os quadros (a), (b) e (¢) retratam as membranas DOPC/CHOL-X X %,
com XX = 30, 10 e 00%, respectivamente. Em (d), agrupamos as curvas médias obtidas
nos quadros (a), (b) e (c).
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Consoante os resultados dispostos na Fig. (5.5), avaliamos que, independente-
mente de qual simulagdo estejamos conduzindo, nao é mais possivel estabelecer, de ma-
neira precisa, a forca empreendida para que o monémero L-GL13K atravesse a face su-
perior e inferior da bicamada lipidica. Deduzimos isso ao observar que, nos resultados
envolvendo o peptideo L-GL13K, ha apenas um valor maximo para cada um dos perfis de
forca. Contudo, enquanto tratavamos da insercao do fullereno-Cy, essa distingdo era clara
e podia ser acompanhada no perfil de forga, Fig. (5.5). Por conseguinte, concluimos que
a inviabilidade na diferenciacao deve-se ao aumento consideravel nas dimensoes espaciais
existentes entre o farmaco L-GL13K e o fullereno-Cl.

As forcas maximas necessarias para a inclusao da molécula polipeptidica ocorrem
por volta de 1,4 x10% kJ/mol nm, para as membranas DOPC/CHOL-X X% (X X = 00,
10 e 30%). Esses resultados sugerem que as moléculas de colesterol ndo exercem influéncia
significativa durante a técnica de umbrella sampling do composto L-GL13K. Entretanto,
quando comparamos com os resultados obtidos a partir da inclusdo do fullereno-Cgy nas
mesmas membranas lipidicas, reconhecemos que ha um comportamento desigual, pois o
aumento das moléculas de colesterol é fator responsavel por aumentar a forca necessaria
para promover a inclusao e exclusido do fullereno-Cyg.

Avaliando as forcas de arrasto entre o monomero L-GL13K e as moléculas de
agua, verificamos que esses valores comecam a surgir a partir de Z = 2 nm e, em todas
as membranas simuladas, as forgas convergem para valores préximos a 0,38 x 103 kJ/mol
nm. Além disso, comparando os valores obtidos para a for¢a de arrasto das moléculas de
DOPC, Fig. (4.10), e do farmaco L-GL13K, certificamos que nao ha distingao apreciavel
entre esses dois eventos, pois ambos os resultados estdo préximos a 0,38 x10% kJ/mol
nm. Portanto, notamos que a forca necessaria para arrastar o mondémero lipidico entre
as moléculas de dgua aproxima-se daquela obtida para manter a molécula L-GL13K em
movimento no meio aquoso.

Por ultimo, observando as forcas de arrasto obtidas para o fullereno-Cgy e para
o farmaco L-GL13K, temos que os valores encontrados para as moléculas alotropicas do
carbono mantém-se em torno de 0,2 x10? kJ/mol nm. A vista disso, fruto da interacio
elétrica existente entre o composto petidico L-GL13K e o meio aquoso, indicamos que
se faz necessdria uma forga 90% mais elevada para sustentar a molécula L-GL13K em

movimento dentro da solucao de agua.

Perfil densidade de massa

Os resultados inerentes ao perfil de densidade de massa para as membranas
lipidicas encontram-se expostos na Fig. (5.6). Em vista disso, organizamos a Fig. (5.6)
da seguinte forma: os quadros (a), (c) e (e) representam, respectivamente, a unido dos

perfis de densidade de massa para todas as 150 inser¢des do agente farmacolégico que
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ocorreram nas membranas DOPC/CHOL-X X%, com XX = 00, 10, 30%. O eixo da
abscissa representa a dimensao da caixa de simulacdo ao longo da dire¢do Z, medida
em nm, enquanto que o eixo da ordenada esta associado a densidade dos constituintes

membranares, medida em kg/m3.
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Figura 5.6: Perfil de densidade das membranas apés a interacdo com o monoémero L-
GL13K. As Figs. (a), (c) e (e) representam a uniao das 150 inserc¢oes. As Figs. (b), (d) e
(f) correspondem a média e ao desvio-padrao.

Quanto aos quadros (b), (d) e (f), estes estao relacionados as médias e aos desvios-
padrao das membranas DOPC/CHOL-X X%, com XX = 00, 10, 30%, respectivamente.
Todavia, gostariamos de apresentar algumas consideragoes sobre a forma com que essas
medidas estatisticas foram obtidas. Por for¢a da impossibilidade simulacional em manter o
mondémero L-GL13K fixo no eixo Z, conforme os relatos apresentados anteriormente, pas-
samos a considerar que a posicao do peptideo L-GL13K deve ser especificada, assumindo

um respectivo desvio-padrao ao longo do eixo Z.
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Dessa forma, ao avaliarmos os resultados dispostos nos quadros (b), (d) e (f) da
Fig. (5.6), devemos identificar um desvio-padrao na posi¢do do mondémero peptidico L-
GL13K e um nos valores da densidade de massa. O desvio-padrao relacionado a distancia
foi mantido constante e fixado em 0,5 nm, ao passo que para os valores dos desvios
das densidades, avaliamos suas flutua¢ées em torno dos seus respectivos valores médios.
Portanto, cada caixa registra valores médios bem como os correspondentes desvios-padrao
para a posicao e para a densidade.

Prosseguindo com as andlises, resultados anteriores apontaram que as membranas
lipidicas sao responsaveis por promover uma nitida separacao entre elas e o0 meio aquoso.
Além disso, concluimos que este comportamento é oriundo do alto carater hidrofébico
a que as moléculas de DOPC estao submetidas, fazendo com que, na parte interna das
membranas lipidicas, ndo existam moléculas de agua.

Por outro lado, segundo os resultados evidenciados na Fig. (5.6), constatamos
que, independentemente de qual seja a membrana observada, a inser¢ao do mondémero
L-GL13K altera, significativamente, o perfil de densidade de massa dos lipidios. Para che-
garmos a referida conclusao, efetuamos a comparacgao entre o perfil de densidade de massa
antes e apos o processo de inser¢cao monomérica. Para tal andlise comparativa, iniciaremos
o estudo pela DOPC pura e, em seguida, passaremos as membranas DOPC/CHOL-X X%,
com XX = 10, 30%.

Em um primeiro instante, tratando-se da estrutura DOPC/CHOL-00%, as simu-
lagoes conduzidas no estudo sobre a insercao do fullereno-Cg, apontam que a bicamada
de DOPC pura esta posicionada na caixa central de simulacao, em média, entre Z = 4,2
nm (face de insergao) e Z = 8,2 nm (face de extragdo), com espessura média resultante de
4,096 £ 0,340 nm. Ao efetuarmos a insergao do peptideo L-GL13K, Fig. (5.6f), observamos
que as faces de inser¢do das membranas simuladas tém valores compreendidos entre Z =
3,5 e 4,5 nm. Desse modo, um primeiro resultado que podemos identificar corresponde ao
fato de que a inser¢ao do farmaco nao promove alteragoes significativas na posicao em que
se encontra a face superior da membrana. Ou seja, em todas as insercoes, a face superior
da bicamada lipidica ficara disposta entre Z = 3,5 e 4,5 nm.

Contudo, quanto as faces de extracao das membranas de DOPC/CHOL-00%,
obtidas apés a inser¢ao do monomero L-GL13K, constatamos que as moléculas lipidicas
sdo transportadas para a parte final da caixa de simulagao. Por isso, podemos identificar
que, em média, as moléculas de DOPCs da face de extragao passaram a ocupar uma
regiao espacial compreendida entre 7 = 8,5 e 12 nm. Esses resultados atestam que
houve uma desestruturacao da camada lipidica, cujo resultado imediato é o aumento de
infiltracao. Outrossim, podemos estender as andlises do perfil de densidade as membranas
DOPC/CHOL-X X%, com XX = 10 e 30%, Figs. (5.6d) e (5.6b), evidenciando que, em
ambos os casos, os mondmeros lipidicos da camada de extragao ficaram dispersos e as

moléculas de agua passaram a ocupar a regiao central da membrana.
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Com o objetivo de apreciar e quantificar a dindmica de interagdo entre o
farmaco L-GL13K e as membranas de DOPC, analisaremos a densidade dos constituintes
membranares em separado. Por conseguinte, em uma primeira etapa, sera efetuada a
comparagao entre as densidades das moléculas de DOPC. Em seguida, passaremos as
andlises das infiltragoes aquosas, avaliando o perfil de densidade antes e apés a inclusao
do farmaco, & procura de indicios que apontem a influéncia que a molécula L-GL13K

possui sobre as membranas lipidicas.

Comparacao da densidade de massa: moléculas de DOPC

Expomos, na Fig. (5.7), o perfil de densidade de massa para as moléculas de
DOPC. Organizamos a mencionada figura da seguinte forma: os quadros (a), (b) e (c)
representam a densidade das DOPCs para as membranas DOPC/CHOL-X X%, com
XX = 00, 10 e 30%, respectivamente. Em cada um desses quadros, apresentamos o
comportamento da densidade antes e apds a inclusao do farmaco L-GL13K.

Além disso, a linha destacada em verde indica o perfil de densidade antes
da inclusao, enquanto que as curvas representadas na forma retangular reproduzem a
densidade das moléculas lipidicas ap6s a inser¢do do peptideo. Sobre o quadro (d),

reunimos as curvas obtidas nos quadros (a), (b) e (c) para efeito de comparagao.
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Figura 5.7: Perfil de densidade de massa para as DOPCs. Os quadros (a), (b) e (c)
correspondem & densidade para as membranas DOPC/CHOL-X X%, com XX = 00, 10 e
30%. Em (d), unido dos quadros (a), (b) e (c). Sobre as cores, rosa, cinza e azul representam
as membranas com 30%, 10% e 00% de moléculas de colesterol, respectivamente.
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Abordando os resultados da membrana DOPC/CHOL-00%, Fig. (5.7a), notamos
que, antes da inclusao, a densidade das moléculas de DOPC, curva verde, apresenta duas
regides com valores maximos: uma delas encontra-se em torno de Z = 4,4 nm, enquanto
que a outra regido maxima esta localizada proxima a Z = 7,7 nm. Ao iniciarmos a
técnica de umbrella sampling, os resultados obtidos atestam que o perfil de densidade
é intensamente afetado. Com o propodsito de quantificar essas alteragoes nos perfis de
densidade, avaliaremos a insercao do peptideo L-GL13K em quatro regioes distintas: uma
compreendida entre Z = [4,6] nm, outra na faixa dos Z = [6,8] nm, uma terceira regiao
entre Z = [8,10] nm e, por ultimo, a regidao estabelecida entre Z = [10, 12] nm.

Para a regiao compreendida entre Z = [4, 6] nm, observamos que a densidade do
mondmero DOPC passa de 0,96 x103 kg/m3 para 0,53 x10% kg/m?, o que significa uma
reducao de, aproximadamente, 45% da densidade de massa dos lipidios. Nesse ambito,
identificamos que as moléculas lipidicas que inicialmente ocupavam essa primeira regiao
foram dispersas por todo o restante da caixa de simulagao. Certificamos ainda que, quando
comparada com as densidades das membranas DOPC/CHOL-X X% (XX = 10 e 30%), a
bicamada lipidica DOPC/CHOL-00% apresenta a maior redugao nos valores da densidade.

Justifica-se o comportamento obtido para a membrana de DOPC pura por
duas vias: a primeira delas encontra respaldo pela auséncia de moléculas de colesterol,
pois, segundo as observagoes dispostas no capitulo quatro, as moléculas de colesterol
exercem um papel central sobre a mobilidade dos constituintes membranares, de sorte que,
aumentando o nimero de moléculas de CHOL, a mobilidade é drasticamente reduzida,
tornando a membrana mais rigida. Isso significa dizer que, no caso de nao haver a presenca
de moléculas de colesterol, mais facilmente a bicamada lipidica podera ser desfeita. Quanto
ao segundo aspecto, temos que as ligacoes de hidrogénio firmadas entre o peptideo L-
GL13K e as moléculas de DOPC exercem um papel vital na desestabilizacao da camada
lipidica. Contudo, tal andlise quantitativa sera efetuada em outro momento deste capitulo.

Sobre a regiao compreendida entre Z = [6, 8] nm, embora em menor propor¢ao,
também podemos acompanhar uma reducao nos valores da densidade de massa das
moléculas de DOPC. Nesse caso, a membrana anterior a insercio apresentava, em seu
valor maximo, a densidade de 0,97 x10% kg/m3, ao passo que, quando avaliamos o
instante posterior & insercao, a densidade foi reduzida para 0,69 x10? kg/m?, cuja redugdo
percentual figura em torno de 29%.

Mantendo-se as mesmas analises comparativas, podemos identificar que, na regiao
fixada entre Z = [8,10] nm, antes do processo de inclusdo, nao existiam moléculas
dispersas de DOPC em agua. Por outro lado, notamos que, apés a técnica de umbrella
sampling, a densidade de massa, em média, apresentou valores préximos a 0,41 x103
kg/m3. Quanto a ultima regido, constituida entre Z = [10,12], verificamos que o
resultado obtido para a densidade de massa das moléculas de DOPC saltou de nulo para,

aproximadamente, 0,22 x103 kg/m3.
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Sucintamente, os valores encontrados para as densidades das membranas lipidicas
com (XX = 00, 10 e 30%) foram expostos na Tabela (5.1). Nesse ambito, os resultados
exibidos entre colchetes representam a densidade apds a inclusao do peptideo e aqueles

mantidos do lado de fora retratam a densidade antes de procedermos a técnica de insercao.

Densidade (kg/m?) x10% | [4,6] nm | [6,8] nm | [8,10] nm | [10,12] nm
DOPC/CHOL-00% | 0,96 [0,53] | 0,97 [0,69] | 00,41 | 0[0,22]
DOPC/CHOL-10% | 0,99 [0,71] | 0,96 [0,74] | 01[0,28] | 0 [0,05]
DOPC/CHOL-30% | 0,86 [0,60] | 0,84 [0,70] | 01[0,31] | 0 [0,07]

Tabela 5.1: Densidade das moléculas de DOPC. Antes [Apds| o processo de inser¢ao do
mondmero. Separamos a membrana em quatro regides espaciais: [4, 6] nm, [6, 8] nm, [8, 10]
nm e [10,12] nm.

Os valores da Tabela (5.1) revelam que, na regido estabelecida entre 7 =
[4,6] nm, as redugoes nos valores da densidade foram de 45%, 28% e 30% para as
membranas DOPC/CHOL-X X% (XX = 00, 10 e 30%), respectivamente. Essas redugoes
indicam que a auséncia das moléculas de colesterol na bicamada DOPC/CHOL-00%
influi, significativamente, no processo de deslocamento das moléculas de DOPC a partir
da superficie membranar. Também podemos observar que, tratando-se das membranas
DOPC/CHOL-XX% (XX= 10 e 30%), a diferenca de colesterol ndo promove profundas
alteracoes quanto ao deslocamento de moléculas lipidicas nessa mesma regiao.

Acerca da regido estabelecida entre Z = [6,8] nm, encontramos as seguintes
reducoes nos valores da densidade de massa das DOPCs: 29%, 23% e 16% para as
membranas com (XX = 00, 10 e 30%), nessa devida ordem. De posse desses resultados,
reconhecemos que quanto maior a concentracao de colesterol presente na membrana,
menor sera o numero de moléculas de DOPC transportadas para o restante da caixa
de simulacao. Portanto, esses argumentos reforcam a ideia de que o colesterol atua de
modo a manter a estrutura da membrana rigida durante a técnica de umbrella sampling.

Por ultimo, quanto a regido fixada entre Z = [8, 10] nm, o aumento nos valores da
densidade de massa da DOPC foi mais acentuado para a membrana DOPC/CHOL-00%,
passando de nulo para 0,41 x10% kg/m?, enquanto que, nas demais camadas lipidicas, os
valores mantiveram-se préximos a zero. Comportamento similar foi encontrado na regiao
Z = (10, 12] nm. Nesse caso, a densidade da DOPC pura mantém-se em torno de 0,22 x 103
kg/m?, ao passo que as demais membranas, nessa mesma regidao, apresentaram valores
para as densidades préximos entre si e estabelecidos em torno de 0,05 x10? kg/m3. Logo,
em ambas as regioes abordadas, concluimos que as moléculas de colesterol influenciam na
insercao do monémero L-GL13K, uma vez que a presenca dessas moléculas na membrana

tende a impor resisténcia a insercao do farmaco.
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Comparacao da densidade de massa: moléculas de agua

A Fig. (5.8) reflete o perfil de densidade da dgua antes e apds a insergao do
peptideo L-GL13K nas membranas lipidicas. Sistematizamos essa figura da seguinte
forma: os quadros (a), (b) e (c) retratam o comportamento da densidade das moléculas de
agua para as membranas DOPC/CHOL-X X% (XX = 00, 10 e 30%), respectivamente,
ao passo que o quadro (d) corresponde & jungao desses mesmos graficos obtidos apés o

processo de inclusdo do agente farmacolégico.
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Figura 5.8: Densidade das moléculas de dgua (SOL) antes e apds a inser¢ao do mondémero
L-GL13K. Em azul, temos a densidade antes da insercao. A curva retangular representa a
densidade do meio aquoso apds a inser¢ao do farmaco. O quadro (d) representa todas as
densidades para as moléculas de 4gua nas membranas DOPC/CHOL-X X%, com XX =
00% (verde), 10% (cinza) e 30% (rosa).

Para que possamos identificar e quantificar os efeitos decorrentes da interacao
entre a molécula L-GL13K e a bicamada lipidica, efetuaremos as analises dessa se¢ao nos
mesmos moldes em que foram realizadas as avaliagoes para a densidade das moléculas de
DOPC. Portanto, efetuaremos as analises comparativas por regides especificas, de maneira
que os valores da densidade serao avaliados em quatro regioes distintas: uma compreendida
entre Z = [4,6] nm, outra na faixa dos Z = [6, 8] nm, uma terceira regiao entre Z = [8, 10]

nm e, por ultimo, a regiao estabelecida entre Z = [10, 12| nm.
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Na secao anterior, constatamos que as moléculas de colesterol exercem um papel
central na manutencao da estabilidade membranar, de sorte que quanto maior o percentual
de colesterol presente na membrana, menor sera o nimero de moléculas de DOPC que
serao transportadas dentro da caixa de simulacao durante a insercao do farmaco L-
GL13K. Além do mais, identificamos que a acao de deslocar a molécula de L-GL13K,
por intermédio da técnica de umbrella sampling, influi diretamente no perfil de densidade
das moléculas de dgua, haja vista que o lugar que era ocupado pelas moléculas de lipideo,
apos a sua retirada, passa a ser preenchido pelas moléculas de agua.

Com respeito a regiao estabelecida entre Z = [4,6] nm, os resultados obtidos
para a densidade de massa da agua apontam as seguintes alteragoes: para a membrana
DOPC/CHOL-00%, a densidade de massa vai de zero para 0,44 x10® kg/m?, enquanto
que para as membranas DOPC/CHOL-X X% (XX = 10% e 30%), apds o processo de
umbrella sampling, as densidades sdo de [0,23; 0,25] x10? kg/m?, respectivamente. Desse
modo, empreendendo uma analise comparativa com as densidades de massa das moléculas
de DOPC, identificamos que a regiao onde existir uma maior taxa de deslocamento de
moléculas de DOPC, havera uma maior infiltracao de moléculas de agua.

Sobre a regiao entre Z = [6, 8] nm, as densidades para as moléculas de dgua, apds
a insergao, foram de [0,28; 0,15; 0,12] x10% kg/m?® para as membranas DOPC/CHOL-
XX%, XX = 00%, 10% e 30%, respectivamente. Dessa maneira, reconhecemos que, ao
aumentarmos a concentracdo de colesterol na membrana de zero para 10%, a taxa de
infiltracao de dgua diminui em 46% e, estendendo a concentracao de colesterol até a
proporgao de 30%, observamos que a redugao nos valores da infiltracao de dgua alcancam
parametros na faixa de 57%.

Quanto a regiao Z = [8,10] nm, as densidades de massa das moléculas de agua
alcangaram os seguintes valores: [0,62; 0,81; 0,78] x10° kg/m?, para as DOPC/CHOL-
XX% (XX = 00%, 10% e 30%). Nesse contexto, apds a execugao da técnica de umbrella
sampling, as moléculas de agua passaram a ocupar a regiao central das membranas, cuja
consequéncia é a reducao da densidade na regiao entre Z = [8,10] nm. Esse processo de
deslocamento do meio aquoso é responsavel por desestabilizar a membrana lipidica, uma
vez que o interior da membrana apresenta um carater altamente hidrofébico.

Finalmente, relativo a regido ente Z = [10,12] nm, os subsequentes valores
foram determinados para as densidades da agua: [0,62; 0.91; 0,87] x10% kg/m?, para
DOPC/CHOL-XX% (XX = 00%, 10% e 30%). Deduzimos que a membrana DOPC
pura, quando comparada com as demais, teve a maior alteragao no perfil de densidade
por motivos da insercao do peptideo L-GL13K. Portanto, constatamos que a densidade da
agua, nessa regiao, reduziu em 38%, 9% e 13% para as membranas DOPC/CHOL-X X%,
com XX = 00%, 10% e 30%, nessa devida ordem. Em suma, encerraremos essa secao
sinalizando que a presenca das moléculas de CHOL diminui, tanto a taxa de infiltragao

de agua, quanto o deslocamento das DOPCs durante o processo de insercao.
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Ligacao de hidrogénio

Nesta secao, discutiremos sobre os aspectos relacionados as ligagoes de hidrogénio
mantidas entre os elementos simulados durante a técnica de umbrella sampling. Logo,
as avaliacOes serdao efetuadas em duas etapas: na primeira delas, estudaremos as LHs
existentes entre as moléculas de DOPC e o farmaco L-GL13K, Fig. (5.9). Essa primeira
analise indicard qual a importancia das LHs para o deslocamento das moléculas lipidicas
no interior da caixa de simulagao e qual a relevancia desse processo para a estabilidade
membranar. Acerca da segunda etapa, Fig. (5.10), examinaremos a formacao das LHs
entre o composto petidico e 0 meio aquoso, estabelecendo de que forma essas interacoes
alteram a taxa de hidratacao da bicamada lipidica.
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Figura 5.9: Nimero médio de ligagoes de hidrogénio entre a molécula de DOPC e o
peptideo L-GL13K mantidas durante o processo de pulling. Os quadros (a), (b) e (c)
referem-se as membranas DOPC/CHOL-X X% (XX = 00%, 10% e 30%). Em (d),

agrupamos os valores médios e os respectivos desvios-padrao para efeito de comparacao.
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Figura 5.10: Numero médio de ligacoes de hidrogénio entre as moléculas de agua e o
peptideo L-GL13K mantidas durante o processo de pulling. Os quadros (a), (b) e (c)
referem-se as membranas DOPC/CHOL-XX% (XX = 00%, 10% e 30%). Em (d),
agrupamos os valores médios e os respectivos desvios-padrao para efeito de comparacao.

Tratando-se dos resultados apresentados na Fig. (5.9), constatamos que a regiao
na qual se iniciard a inser¢ao do farmaco apresenta ligeiras altera¢oes no nimero médio de
LHs a depender da membrana simulada. Essas alteragoes ocorrem devido a distancia entre
o mondmero e a membrana que, conforme pontuamos na se¢ao "Detalhes computacionais
sobre a técnica de umbrella sampling”, nao é possivel controlar de maneira precisa. Por essa
razao, obtemos que a introdugao do farmaco L-GL13K na membrana DOPC/CHOL-00%
transcorre na regiao estabelecida entre [1,5;2,5] nm. De mesmo modo, para as membranas
DOPC/CHOL-XX% (XX = 10% e 30%), a regiao de interagdo serd firmada entre

[1,0;1,5] nm e [1,5;2,0] nm, respectivamente.
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Sobre o nimero médio de ligacoes de hidrogénio entre o L-GL13K e as moléculas
de DOPC, os resultado dispostos na Fig. (5.9) assinalam os subsequentes valores maximos
para as LHs: 2,23; 2,02; 1,92, para as membranas com 00%, 10% e 30% de CHOL,
nessa devida ordem. Esses resultados revelam que a membrana lipidica pura mantém,
aproximadamente, 9,5% mais ligacoes de hidrogénio com o farmaco L-GL13K do que
a membrana DOPC/CHOL-10% e 14% superior aquelas ligagoes observadas entre o L-
GL13K e o DOPC para a estrutura DOPC/CHOL-30%. Ademais, considerando que h&
desvios associados ao numero de LH entre o L-GL13K e o DOPC, apuramos que os
valores maximos |[minimos| definidos para as intera¢oes de hidrogénio, na regiao 7 =
[4,6] nm, serdo expressos por: 2,77 [1,71]; 2,55 [1,54]; 2,21 [1,20] relativos as membranas
DOPC/CHOL-X X% (XX = 00%, 10% e 30%).

Entre o par DOPC/L-GL13K, o maior valor obtido para o nimero médio de
ligacoes de hidrogénio foi verificado para a bicamada DOPC/CHOL-00%. Tal resultado
¢ devido a elevada concentragao de moléculas lipidicas presentes na membrana pura.
Ressaltamos que hd um total de 128, 116 e 90 moléculas de DOPC para as estruturas
DOPC/CHOL-X X% (XX = 00%, 10% e 30%), o que equivale a 64, 58 e 45 moléculas
lipidicas por camada membranar. Além disso, salientamos que o valor maximo para as
LHs ocorrem na regiao central da bicamada lipidica, local este que nao deveria ocorrer
esse tipo de interagdo em decorréncia do carater hidrofébico das moléculas de DOPC.

No tocante & membrana DOPC/CHOL-00%, as andlises da se¢do antecedente,
intitulada ”"Comparacao da densidade de massa: moléculas de DOPC”, revelaram que, na
regiao estabelecida entre Z = [4,6] nm, as densidades das moléculas lipidicas passaram
de 0,96 x10? kg/m? para 0,53 x10% kg/m3, implicando em uma reducio de 45% do valor
inicial. Nesse ambito, temos que essa regiao corresponde ao momento em que a ligacao
de hidrogénio atinge seu valor maximo. A partir de entao, via ligacoes de hidrogénio, as
moléculas de DOPC sao progressivamente removidas da membrana lipidica e deslocadas
para o restante da caixa central de simulagdo. Sobre as demais membranas simuladas,
comportamento similar pode ser constatado, de forma que as LHs sao responsaveis por
desprender os monoémeros lipidicos da primeira camada e por leva-los a ocupar as demais
areas da célula unitaria.

Acerca da manutengdo das LHs entre o par DOPC/L-GL13K, os resultados
provenientes da Fig. (5.9) enfatizam que as ligagdes estabelecidas na regido central sdo
mantidas no decurso de processo de pulling, embora existam redugoes nos seus valores
médios. Logo, apontamos que, na regiao entre Z = [4,6] nm, os niimeros médios de LHs
eram de 2,23; 2,02; 1,92, para as membranas DOPC/CHOL-X X% (XX = 00%, 10% e
30%). Agora, ao avaliarmos essas mesmas membranas na regiao estabelecida entre Z =
[10, 12] nm, os valores médios das LHs passaram a ser 0,66; 0,52; 0,46. Esses resultados
assinalam que, em média, 30%, 25% e 23% das LH estabelecidas entre o farmaco e as

DOPCs, na regiao central da membrana, sdo mantidas até o momento final da simulacao.
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A vista das LHs existentes entre as moléculas de DOPC e L-GL13K, podemos
concluir que essas interacoes sao responsaveis por promover a desestruturacao da mem-
brana lipidica, pois, ao oportunizar o processo de transporte das moléculas de DOPC, as
LHs promovem o aumento de infiltracao aquosa no interior da bicamada lipidica. Portanto,
reconhecemos que, uma vez estabelecida a ligagdo de hidrogénio entre o par DOPC/L-
GL13K, essas ligacoes alteram os perfis de densidade de massa da agua e das moléculas
de DOPC, cujo resultado é o aumento de instabilidade membranar na regiao.

Com respeito aos resultados dispostos na Fig. (5.10), esta figura representa o
numero de LHs mantidas entre o peptideo L-GL13K e a dgua. Segundo esses resultados,
identificamos a existéncia de duas regioes distintas: a primeira delas, mantida entre Z =
[0,2] nm, refere-se a area externa na qual o monémero L-GL13K interage tdo somente
com as moléculas de agua. De outra parte, a segunda regido, compreendida entre Z =
[6, 8] nm, diz respeito ao momento em que o firmaco atinge a regiao central da membrana
lipidica e, por essa razao, sera intitulada de regiao interna.

Quanto aos resultados da regiao externa, os valores maximos para o nimero
de LHs entre o farmaco e as moléculas de agua foram de 47,2; 45,7; 43,8 relativos
as membranas DOPC/CHOL-X X% (XX = 00%, 10% e 30%), respectivamente. Essa
diferenga inicial sobre o nimero de LH estabelecidas entre o farmaco e o meio aquoso
¢ oriunda das alteragoes nas disposicao geométrica a que o mondmero esta submetido.
Sendo assim, no decorrer das simulagoes, o mondomero podera ter sua area de interacao
com as moléculas de agua reduzida, interferindo diretamente no nimero de ligagoes de
hidrogénio.

Sobre a regiao interna, os resultados obtidos para o nimero médio de LHs entre o
L-GL13K e a dgua foram de 35,1; 32,8; 30,1, para as DOPC/CHOL-X X% (XX = 00%,
10% e 30%), nessa ordem. Efetuando uma andlise comparativa com a regido externa,
identificamos uma reducao no nimero médio de LH préoxima a 25%, 28% e 31%, para
XX = 00%, 10% e 30%. Esses valores reforcam a ideia de que as moléculas de colesterol
tém vital importancia na manutencao da estrutura membrana, pois, ao aumentar o niimero
de moléculas de colesterol na membrana, maior sera a reducao no nimero médio das
LHs entre o monomero L-GL13K e o meio aquoso. Isso significa dizer que uma menor
quantidade de agua entrou na regiao interna da membrana.

Perante os resultados e discussoes apresentadas nesta secao, podemos concluir que
as ligagoes de hidrogénio desempenham uma ac¢ao central no processo de desestabilizacao
membranar. Nesse quadro, as andlises sugerem que as interagoes entre o farmaco L-GL13K
e as moléculas de DOPC promovem o deslocamento dos mondmeros lipidicos por toda a
extensao da caixa de simulacao, feito esse que viabiliza o aumento de infiltracao de agua
no interior da bicamada lipidica. Em outro sentido, também utilizamos o conceito de LH
para corroborar a importancia do colesterol no processo de estabilidade das bicamadas

lipidicas.

& Instituto de Fisica — UFG



Capitulo 5. Interacdo entre o farmaco L-GL13K e as membranas lipidicas 119

Mapas Superficiais

Conforme apresentado na secao anterior, ao promovermos a interagdo entre o
farmaco L-GL13K e as membranas DOPC/CHOL-X X%, com XX = 00, 10 e 30%,
ha uma notoéria infiltragdo de agua, a qual é responsavel por desestabilizar a estrutura
da bicamada lipidica. Nessa mesma secao, concluimos que a presenca das moléculas de
colesterol altera a taxa de infiltracao, de sorte que a membrana com menor concentragao
de colesterol apresenta maior taxa de infiltracao.

Avancando com as analises que versam sobre o impacto que o mondémero L-
GL13K desempenha sobre a estrutura membranar, objetivamos, agora, apresentar um
parametro quantitativo que possa servir de indicativo para apontar o grau de eficiéncia da
interacao estabelecida entre o monomero e as superficies simuladas. Tal analise auxiliara
na identificacdo de qual a fracdo da area membranar que serd comprometida durante o
processo de interacao peptideo-DOPC. Nesse aspecto, recorremos aos mapas de superficie
que, conforme vimos anteriormente, indicam de que forma a espessura membranar esta se
alterando. Portanto, os mapas 2D serao usados para definir a propor¢ao membranar que
sera afetada durante o processo de interagao e de que forma a infiltracdo aquosa esta se
alterando.

Isso posto, apresentamos, nas Figs. (5.12) e (5.13), os mapas de superficie refe-
rentes as membranas DOPC/CHOL-00% e DOPC/CHOL-30%, respectivamente. Entao,
para efetuarmos as avalia¢Oes estruturais, organizamos essas figuras da seguinte forma:
no quadro (a) 7' = 0 ns, a molécula L-GL13K encontra-se depositada sobre a camada
superior da membrana em um instante anterior a insercao molecular. Nos quadros que
se seguem, o polipeptideo foi sucessivamente inserido no interior da membrana, via um
potencial harmonico proveniente da técnica de umbrella sampling, até alcancar o quadro
(t), que representa o momento no qual o mondmero transpassa por completo a membrana
lipidica. Por ultimo, expomos, na Fig. (5.11), a representacao molecular para os quadros
(a) e (t) das Figs. (5.12) e (5.13).

Figura 5.11: Representagao molecular para o instante inicial, (a) 7" = 0 ns, e instante
final, quadro (t). Vermelho: L-GL13K. Verde: DOPC. Amarelo: colesterol.
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Figura 5.12: Mapa superficial relativo & membrana DOPC/CHOL-00% obtido durante a
técnica de umbrella sampling. A escala de cor representa a espessura da membrana em
cada ponto de sua superficie. O quadro (a) retrata a situagao inicial, enquanto que o
quadro (t) corresponde ao momento que o monémero L-GL13K atravessa a membrana.
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Figura 5.13: Mapa superficial relativo & membrana DOPC/CHOL-30% obtido durante a
técnica de umbrella sampling. A escala de cor representa a espessura da membrana em
cada ponto de sua superficie. O quadro (a) retrata a situagao inicial, enquanto que o
quadro (t) corresponde ao momento que o monémero L-GL13K atravessa a membrana.
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Quanto a espessura média inicial (€), reiteramos que, segundo os resultados
apresentados no capitulo quatro, a membrana DOPC/CHOL-00% apresenta valor de e
por volta de 4,096 £ 0,340 nm, enquanto que a membrana DOPC/CHOL-30% possui o
valor de € na faixa de 4.642 + 0.305 nm, motivo pelo qual hd uma alteracdo notavel no
padrao de cores entre as Figs. (5.12) e (5.13). Feita essa consideragao preliminar acerca da
espessura média das membranas, daremos inicio as analises dos resultados relacionados
aos mapas superficiais. Logo, iniciaremos nossas andlises avaliando o comportamento da
membrana DOPC/CHOL-00% e, em seguida, apresentaremos os resultados relacionados
a membrana DOPC/CHOL-30%. Ao final da segao, efetuaremos um estudo comparativo
entre ambas as membranas.

A Fig. (5.12) representa as diversas etapas que ocorreram durante a inserc¢ao do
farmaco na membrana DOPC/CHOL-00%. Para a situacdo inicial, quadro (a), deposi-
tamos o mondémero sobre a superficie membranar de modo que nao houvesse alteracoes
preceptivas sobre o valor da espessura média. Essa auséncia de alteragdo para os valores
da espessura pode ser observada pela uniformidade de coloragao encontrada no quadro
(a). Sobre o distanciamento temporal entre dois quadros sucessivos, mantivemos o espa-
camento de 10 ps, para as figuras estabelecidas entre (a) e (f), e 5 ps, para os resultados
dispostos entre (g) e (t).

Avaliando os resultados dispostos no quadro (b) da Fig. (5.12), constatamos que
ha, no centro da membrana, o surgimento de uma regiao cuja espessura tenha sofrido
uma redugao consideravel (regido verde claro), sendo certo que essa regiao demarca o
local em que a inser¢ao do farmaco ird ocorrer. Desse fato, podemos constatar que, apés o
decurso de apenas 10 ps, ja ¢ possivel conhecer a regiao na qual a insercao ocorrera. Isso
significa dizer que a auséncia de moléculas de colesterol promove uma inser¢ao facilitada,
de sorte que a simples interacao do farmaco com a superficie da bicamada lipidica ja é
uma condicao suficiente para alterar a espessura membranar.

Seguindo com resultados da membrana DOPC/CHOL-00%, observamos que a
partir do quadro (b) da Fig. (5.12), a ruptura central vai gradativamente intensificando
e indo em diregao as extremidades da membrana até chegar ao quadro (t), 7' = 120 ps,
momento em que a ruptura atinge o valor maximo de 92% ao longo do eixo X. Esse
aumento da ruptura faz com que as moléculas de agua passem a ocupar a regiao central
da membrana, resultando em um processo de desestabilizacao da bicamada lipidica.

Sobre os resultados da membrana DOPC/CHOL-30%, Fig. (5.13), ndo ha,
inicialmente, nenhuma alteragao perceptivel [quadro (a)]. Porém, & medida que a molécula
L-GL13K comeca a interagir com a membrana lipidica, pequenas regides comprometidas
comegam a surgir e passam a apresentar reducgdes nos valores de suas espessuras. No
quadro (d), instante T" = 45 ps, surge uma pequena ruptura na estrutura membranar,
disposta no canto superior esquerdo, resultando em uma regiao que tem a espessura

média da ordem de 2,6 nm.
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Para o quadro (e), instante 7' = 60 ps, observamos o surgimento de duas regioes
comprometidas: na primeira delas, canto superior a esquerda, a regiao reduzida consiste
na extensao da ruptura obtida no quadro anterior (d), todavia mais intensificada devido
ao processo de insercao da molécula L-GL13K. Quanto a esta primeira regiao, temos que
o valor da espessura esta compreendido em torno de 1,0 nm, coloracao azul escuro. Além
disso, a segunda regido, localizada no canto superior direito do quadro (e) e representada,
na coloracdo azul turquesa claro, tem sua espessura definida em torno de 2,5 nm. Em
ambas as regides consideradas, o valor relatado para a espessura indica a distancia entre
as "cabegas” polares dos monomeros lipidicos, sendo que cada um destes monémeros
pertencem a uma superficie da membrana. De todo modo, tal parametro aponta a
existéncia de uma desordem entre os monomeros que constituem a bicamada lipidica
e reflete o aumento de instabilidade estrutural devido a insercao do farmaco.

Ao evoluirmos o sistema do quadro (e) para o (f), constatamos que a regiao
comprometida localizada na parte superior a direita do quadro (e) (azul turquesa claro)
desapareceu e a membrana, nessa regiao, passou a apresentar a mesma espessura que
possuia no quadro (d). O referido processo de reestruturagao da espessura é decorrente da
alta concentracao de moléculas de colesterol presente em cada uma das camadas lipidicas
que, no caso da membrana DOPC/CHOL-30%, corresponde a 19 moléculas de colesterol
por camada membranar. Dessa forma, podemos afirmar que a presenca das moléculas de
colesterol confere & membrana lipidica resisténcia a insercao do farmaco, de tal forma que
pequenas desordens sao reestabelecidas.

Esse processo de reestruturagao de areas comprometidas indica que as moléculas
de colesterol atuam como um agente de contencao de desordens, responsaveis por manter
a estrutura membranar integra durante as etapas da insercao molecular. Nesse contexto,
podemos afirmar que as desordens sentidas pela membrana DOPC/CHOL-30% sao
concentradas em regioes mais pontuais e nao se espalham por toda a superficie membranar.
Em contrapartida, no caso da membrana DOPC/CHOL-00%, os resultados apresentados
na Fig. (5.12) permitem concluir que a desordem, nesta membrana, vai-se intensificando
e indo em direcao as extremidades da membrana, de modo que a membrana DOPC pura
¢ mais impactada do que a DOPC/CHOL-30%.

Outra consequéncia proveniente do carater reestruturador das moléculas de co-
lesterol é a homogeneizacao das espessuras. Nesse ambito, constatamos que, durante as
etapas de inser¢ao do peptideo L-GL13K na membrana DOPC/CHOL-30%, as espessuras
se mantém constantes. Isso pode ser identificado pelo predominio da coloracao averme-
lhada nas diversas etapas da insercao, indicando que os valores das espessuras estao na
faixa 4,6 nm. Assim, temos que a insercao da molécula L-GL13K perpendicular a su-
perficie da bicamada lipidica é responsavel por deslocar os constituintes membranares do
centro para as regioes laterias da membrana, porém, a presenca das moléculas de colesterol

proporciona uma reorganizacao do sistema.
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Embora as moléculas de colesterol apresentem o referido carater reestruturador,
tendente a dificultar o processo de insercao do farmaco, constatamos que a interagao
estabelecida entre o monémero L-GL13K e a membrana DOPC/CHOL-30% ¢ responsavel
por desestruturar a bicamada lipidica, cujo resultado é o aumento da infiltracao de agua.
Logo, apuramos que, a partir do quadro (d), instante T= 45 ps da Fig. (5.13), havera o
estabelecimento de um processo gradativo de perturbacao membranar até atingir o quadro
(t), instante T= 145 ps, que representa a etapa final do processo de insergao molecular.

Sobre uma andlise comparativa entre ambas as membranas, gostariamos de
assinalar que a influéncia gerada pelas moléculas de colesterol, durante a insercao do
farmaco L-GL13K, também pode ser sentida pelo tempo necessario para que seja possivel
efetuar a completa ruptura membranar. Desse modo, segundo consta na Fig. (5.13), faz-
se necessario um tempo de 145 ps para o completo processo de inser¢ao do farmaco
na membrana DOPC/CHOL-30% [quadro (t)], ao passo que, tratando-se da membrana
DOPC/CHOL-00%, o tempo de inser¢ao é de 120 ps. Tal distingdo temporal reforga a
ideia de que a insercao molecular, em compostos com maior quantidade de colesterol, é
energética e estruturalmente mais dispendiosa.

Com o intuito de finalizarmos a presente secao, faremos, neste momento, uma
analise comparativa entre as ultimas configuragoes obtidas durante a técnica de umbrella
sampling, ou seja, abordaremos os resultados dispostos no quadro (t) nas Figs. (5.13) e
(5.12). Para tal feito, estabelecemos uma relagao entre a drea membranar e a respectiva
espessura. Nesse sentido, categorizamos os valores das espessuras em intervalos de 0,5 nm
e os associamos & correspondente drea ocupada. A Fig. (5.14) representa a organizagiao

desses resultados em classes numéricas.
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Figura 5.14: Histograma representando a proporcao da espessura membranar. O eixo X
corresponde ao intervalo da espessura, enquanto que o eixo Y esta associado a proporcao

da membrana. Roxo: DOPC/CHOL-30%. Verde: DOPC/CHOL-00%
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O histograma exibido na Fig. (5.14) pode ser interpretado da seguinte maneira:
o eixo X representa a espessura membranar, com valores subdivididos entre 0 e 5 nm,
com espacgamento de 0,5 nm entre dois intervalos consecutivos. O eixo Y indica qual a
porcentagem da drea membranar que tem aquela determinada espessura. Assim, a titulo
elucidativo, temos que a membrana DOPC/CHOL-00% possui, aproximadamente, 32% de
sua area com espessura entre 3,5-4,0 nm, sendo que, nesse mesmo intervalo, a membrana
DOPC/CHOL-30% apresentou 2,5% de sua area total.

Ao apreciar a faixa de espessura compreendida entre 0,0 e 3,5 nm, os resultados
obtidos para a membrana DOPC/CHOL-00% apontam que 18% de sua drea tém essa
classe de espessura, enquanto que, nesse mesmo intervalo, a membrana DOPC/CHOL-
30% possui 8% de sua area total. O intervalo de espessura entre 0,0 e 3,5 serve para
apontar o grau de desordem lipidica a que as membranas lipidicas estao sujeitas quando
o monomero [-GL13K ¢ inserido. Logo, quanto maior a proporcao da membrana com
essa espessura, maior serda o grau de desordem lipidica e, consequentemente, maior o
grau de instabilidade estrutural. Esse intervalo foi escolhido pois ambas as membranas,
nas situagoes iniciais, possuem espessuras médias superiores a 4 nm, de maneira que as
espessuras entre 0,0 e 3,5 nm apontam um comportamento fora do padrao de normalidade.

Vé-se, portanto, que a membrana DOPC/CHOL-00% ¢é mais impactada pela
inser¢ao do farmaco do que a DOPC/CHOL-30% haja vista que a membrana pura tem
uma maior proporc¢ao de area no intervalo de espessura entre 0,0 e 3,5 nm. Justifica-se esse
comportamento pela auséncia de moléculas de colesterol na membrana DOPC/CHOL-
00%, tornando-a mais sujeita as alteragdes estruturais durante a inser¢ao molecular.
Porém, gostariamos de destacar que, quando tratavamos sobre o coeficiente de correlagao
rotacional, haviamos identificado que as moléculas de colesterol estao associadas a taxa
de mobilidade dos constituintes membranares, de sorte que, aumentando o niimero de
CHOL na membrana, diminui-se a mobilidade das moléculas.

Sendo assim, salientamos que, nas situacoes em que ha reducao nos valores da
concentragao de colesterol e, consequentemente, aumento nos valores para a mobilidade, a
espessura membranar sofre impactos estruturais mais intensos. Em vista disso, podemos
apontar a existéncia de uma relacao entre a mobilidade dos constituintes membranares
e a espessura obtida durante a insercdo do farmaco, de maneira que, quanto maior a
mobilidade, maior sera a proporcao da area que sera afeada durante o processo de pulling.

Em resumo, reconhecemos a existéncia de uma relacdo entre o numero de
moléculas de colesterol na membrana e a dimensao da espessura afetada durante a insercao
do mondémero L-GL13K. Nesse caso, apontamos que quanto maior o nimero de CHOL
na membrana, menor serd a espessura da area afetada. Esses resultados vao de encontro
aqueles obtidos no capitulo quatro que afirmam ser a inclusdo de moléculas de colesterol
um fator responsavel por promover uma reducao na area ocupada por cada molécula de

DOPC, resultando, dessa forma, em estruturas membranares mais compactas.
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Consideracoes finais

Neste capitulo, avaliamos os resultados provenientes da interacao entre o peptideo
L-GL13K com as membranas DOPC/CHOL-XX%, em que XX = 00, 10 e 30%.
Assim agimos, pois, experimentalmente, o composto L-GL13K foi estudado e apresentou
notaveis caracteristicas farmacoldgicas contra diversas ameacgas patogénicas, a exemplo
das bactérias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli; e Streptococcus gordonii [102].

Portanto, utilizamos técnicas computacionais de Dinamica Molecular para pro-
movermos a compreensao dos processos fisico-quimicos que estao no cerne da interacao
entre o fAirmaco e as membranas lipidicas. Nesse sentido, ndo detinhamos a intengao de
exaurir toda a discussao sobre o tema, mas apresentar um trabalho que abordasse as po-
tencialidades existentes no estudo das investigacoes farmacologicas do composto L-GL13K
por modelagem computacional, destacando caracteristicas estruturais e energéticas.

Os resultados avaliados foram obtidos a partir de quatro técnicas computacionais:
perfil de forca para a insercdo do mondomero polipeptidico, perfil de densidade de massa,
ligacoes de hidrogénio e mapas superficiais. Quanto aos resultados alcancados a partir do
perfil de forca durante a insercao do peptideo L-GL13K, reconhecemos que as moléculas
de colesterol nao exercem influéncia significativa na forga requerida durante a técnica de
umbrella sampling, pois, na média, os valores maximos encontrados flutuam em torno
de 1,4 x103 kJ/mol nm. De mesmo modo, indicamos que se faz necessaria uma forga
cerca de 90% mais elevada para sustentar a molécula L-GL13K em movimento dentro das
moléculas de agua, quando comparada com o fullereno-Cyy.

Sobre os resultados obtidos para o perfil de massa, constatamos que a insercao
do mondémero L-GL13K altera, substancialmente, o perfil de densidade de massa das
membranas lipidicas. Assim, averiguamos que, na regiao compreendida entre Z = [4, 6]
nm, as densidades de massa das moléculas de DOPC diminuem 45%, 28% e 30% para as
membranas DOPC/CHOL-X X% (X X =00, 10 e 30%), respectivamente. Esses resultados
estabelecem que as moléculas lipidicas que ocupavam essa regiao foram deslocadas para o
restante da caixa de simulagao, cuja implicacao direta é a desestruturacao de uma regiao
da bicamada lipidica com consequente aumento de infiltracdo de moléculas de agua.

As analises dos resultados computacionais confirmam que o nimero de moléculas
de colesterol na bicamada lipidica influencia, significativamente, no processo de despren-
dimento das moléculas de DOPC a partir da estrutura membranar, de tal modo que o
aumento no nimero de moléculas de colesterol reduz o nimero de moléculas lipidicas que
serao deslocadas por outras regioes da caixa de simulacao. Este comportamento encontra
respaldo nos dados obtidos a partir da técnica experimental denominada de ressonancia
de spin eletronico. Segundo os resultados alcancados a partir dessa técnica, ao aumentar
o numero de moléculas de colesterol na membrana, a mobilidade de seus constituintes é

drasticamente reduzida, tornando a membrana mais rigida.
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Para avaliarmos os resultados alcancados a partir das ligagoes de hidrogénio,
desenvolvemos essa tematica em duas etapas distintas: na primeira delas, analisamos o
numero de LHs mantidas entre as moléculas lipidicas de DOPC e o farmaco L-GL13K.
Quanto ao segundo momento, detivemos nossas avalia¢oes sobre a formagao e manutencao
das LHs entre o composto petidico L-GL13K e o meio aquoso.

Os resultados obtidos na primeira etapa indicam que as LHs sdo responsaveis por
promover uma desestruturacao da membrana lipidica, porque, ao favorecer o processo de
deslocamento das moléculas de DOPC, as ligagoes de hidrogénio promovidas pelo farmaco
aumentam a infiltracdo de agua. Portanto, reconhecemos que, uma vez firmada a ligacao
de hidrogénio entre o par DOPC/L-GL13K, essas ligagoes sao causadoras das alteragoes
nos perfis de densidade, tanto da dgua quanto das moléculas de DOPC, cujo resultado é
o aumento de instabilidade da membrana na regiao da insercao.

Sobre as LHs estabelecidas entre as moléculas de dgua e o composto L-GL13K,
os resultados afirmam que o aumento no nimero de CHOL na membrana reduz a taxa
de infiltracao aquosa. Essa conclusao foi possivel pois detivemos uma analise comparativa
entre duas regioes distintas: uma externa & membrana, regido entre Z = [0, 2] nm, e outra
interna, mantida entre Z = [6, 8] nm. A vista disso, quando o farmaco é deslocado da
regiao externa para a interna, constatamos uma reduc¢ao no nimero de LH entre o L-
GL13K e a dgua da ordem de 25%, 28% e 31%, para DOPC/CHOL-X X% (XX = 00%,
10% e 30%), respectivamente. Logo, ao aumentar o nimero de moléculas de CHOL, a
reducao nos valores da LH sera maior, indicando a presenca de uma menor concentracao
de molécula de dgua no interior da bicamada lipidica.

Finalmente, tratando-se dos resultados obtidos a partir dos mapas de superficie,
utilizamos essas avaliagoes para estimar as alteragoes nas espessuras a que as membranas
lipidicas estavam submetidas durante a técnica de umbrella sampling. Assim, os resultados
obtidos a partir dos mapas superficiais revelam que a ruptura ocasionada pelo farmaco
na membrana DOPC/CHOL-30% é mais restrita a determinadas regides, enquanto que
as rupturas constatadas para a membrana de DOPC pura sao menos localizadas e se
estendem para as regides vizinhas a inser¢cao do farmaco. Como justificativa para esse
comportamento, haviamos sustentado que as moléculas de colesterol dificultam o processo

de ruptura superficial da membrana.
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CAPITULO

CONCLUSAO

Chegamos ao fim deste trabalho e como ultima etapa, revisitaremos os principais
pontos que foram apresentados, bem como indicaremos as perspectivas para os proximos
trabalhos. Sendo assim, iniciaremos nossas consideracoes discorrendo sobre as proprieda-
des das membranas peptidicas em Liquido I6nico (LI), cujo contetdo foi objeto de estudo
ao longo do terceiro capitulo desta tese. Passaremos, em sequéncia, as avaliagoes energé-
ticas e estruturais de membranas lipidicas em agua e estabeleceremos um anélise sobre
o custo energético necessario para promovermos a inser¢ao da molécula de fullereno-Cy.
Tal temética foi objeto de estudo durante o quarto capitulo. Por ultimo, reavaliaremos os
resultados dispostos no quinto capitulo, os quais trataram das potencialidades farmaco-
légica atreladas ao mondémero peptideo L-GL13K.

No decurso do terceiro capitulo, avaliamos o comportamento estrutural e ener-
gético de membranas peptidicas, quando elas estavam imersas em liquido i6nico formado
pelo par colina (COL) e glicina (GLY). Vimos que as escolhas dos elementos constituintes
do LI e das membranas peptidicas foram legitimadas pelas caracteristicas ecologicamente
vidveis as quais os compostos peptidicos estao submetidos. Além disso, utilizamos os ami-
noacidos apolares alanina (A/ALA) ou leucina (L/LEU) para a construgao da "cauda”,
seguido por um dos grupos polares: lisina (K/LYS), dcido aspartico (D/ASP) ou arginina
(R/ARG), sendo que estes aminodcidos foram utilizados para a construgdo da ”cabega”
eletricamente carregada dos monémeros polipeptidicos.

Quanto as conclusoes desse capitulo, avaliamos que as Ligacoes de Hidrogénio
(LH) entre os mondmeros membranares sdo responsaveis por estabelecer um forte ali-
nhamento destes compostos através das dire¢coes X e Y do eixo cartesiano, promovendo,
assim, a estabilizacao estrutural das membranas peptidicas. De mesmo modo, identifica-
mos que a direcao preferencial das LHs possibilita a organizacdo membranar na forma
de laminas peptidicas empilhadas. Ademais, sobre as andalises energéticas, os resultados
apontam que os aminodcidos ALA [LEU]| apresentam elevadas interagoes com as "cabe-

cas” polares dos mondmeros adjacentes cuja implicacao é a reducao na taxa de infiltragao
do LI.
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Podemos afirmar, entao, que existe estabilidade energética e estrutural das mem-
branas peptidicas quando estas estao imersas em LI. Isso significa dizer que as membranas
peptidicas mantém-se integras e coesa durante as diversas etapas das simula¢des computa-
cionais. Apreciamos, em adi¢ao, que as cargas elétricas do LI contribuem para compressao
da membrana, conferindo-lhe estabilidade estrutural. Portanto, futuros trabalhos pode-
riam explorar a referida estabilidade das membranas peptidicas para promover a constru-
¢ao de dispositivos biodegradaveis e biossustentaveis direcionados ao armazenamento de
energia.

Acerca dos resultados dispostos no quarto capitulo, técnicas computacionais e ex-
perimentais forma utilizadas para descrever as propriedades fisico-quimicas de membranas
lipidicas compostas por DOPC (Dipalmitoilfosfatidilcolina) a uma proporcao de 10%, 20%
e 30% de moléculas de colesterol, quando imersas em agua. Em adigdo, avaliamos a energia
necessaria para que o fullereno-Cjy possa transpassar as membranas lipidicas, estabele-
cendo uma anélise comparativa com a energia requerida para que a molécula de colesterol
ou de DOPC possa ser extraida a partir da superficie membranar. O interesse em estudar
a interacao entre a molécula de fullereno-Cyg, e as membranas lipidicas repousa sobre as
diversas funcionalidades que as moléculas alotrépicas do carbono possuem, tais quais, no
processo de drug delivery, nanomedicina entre outros.

Sobre os resultados ordenados no quarto capitulo, observamos que a inclusao de
moléculas de colesterol promove uma reducao na &area ocupada por cada molécula de
DOPC, proporcionando a formacao de estruturas membranares mais compactas. Sob a
Otica experimental, evidenciamos que a inclusao de moléculas de colesterol tem como
consequéncia a reducao na mobilidade membranar. Nesse mesmo contexto, identificamos
que a redugao nos valores da mobilidade oportuniza o aumento da rigidez dos compostos
moleculares cuja implicagao direta é o aumento da forga requerida para que a molécula
de fullereno-Cygy possa ser inserida ou extraida a partir da bicamada lipidica.

No que se refere as analises energéticas, os resultados dispostos no quarto capitulo
afirmam que as interacoes entre os monomeros DOPC-DOPC, DOPC-CHOL e CHOL-
CHOL tiveram seus valores aumentados a medida que as moléculas de colesterol foram
adicionadas a bicamada lipidica. Esse aumento energético é responsavel pela formacao
de estruturas membranares estaveis com reduzida taxa de infiltracdo aquosa. Acerca
dos resultados obtidos a partir da técnica de umbrella sampling, as avaliacoes realizadas
indicam que a energia requerida para a insercao da molécula de fullereno-Cygy aproxima-se
daquela obtida para promover a extragao da molécula de DOPC, enquanto que a energia
necessaria para efetuar a extracao da molécula de colesterol é cerca de 50% menor que a
requerida para proceder a insercao da molécula de fullereno-Cy.

No ambito de futuros trabalhos envolvendo a interagao entre as moléculas alotro-
picas do carbono e as bicamadas lipidicas, avaliariamos as potencialidades das moléculas

de fullereno-Cgy no ambito dos processos de drug delivery, quantificando o custo energé-
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tica necessario para efetuar o transporte de determinados agentes farmacologico. Além
disso, estenderiamos as avaliagoes energéticas e estruturais que foram desenvolvidas no
quarto capitulo deste trabalho para analisarmos as etapas que estao associadas a insercao
de outras moléculas alotrépicas do carbono, a exemplo dos compostos estabelecidos entre
o fullereno-Cy e o fullereno-Clygg.

Tratando-se dos resultados apresentados no quinto capitulo, apontamos que
existe, nos dias atuais, um fenémeno global em que as bactérias estdao constantemente
oferecendo resisténcia aos tradicionais agentes farmacologicos. Ressaltamos ainda que
este fendmeno, entre outros motivos, esta associado a indica¢do médica inapropriada
e a escassez de testes para orientar a prescricio adequada de antibiéticos. Em adicao,
destacamos que as estruturas construidas a base de peptideo tém-se mostrado como um
nova classe de compostos que apresentam notaveis propriedades farmacoldgicas, atraindo
o interesse da comunidade cientifica.

Nesse contexto, o monoémero peptidico L-GL13K, pela abordagem experimental,
foi estudado e apresentou notaveis propriedades farmacoldgicas contra diversas ameagcas
patogénicas. Sendo assim, avaliamos, sobre os fundamentos da Dinamica Molecular, quais
sdo as etapas que estao relacionadas a interacao do composto L-GL13K com as membranas
lipidicas de DOPC/CHOL-X X%, com XX = 00, 10 e 30% de moléculas de colesterol,
apontando as potencialidades farmacolégicas deste composto peptidico, bem como a
influéncia que as moléculas de colesterol exercem durante o processo de interacio.

Os resultados apresentados durante o quinto capitulo apontam que as ligagoes de
hidrogénio mantidas entre o farmaco L-GL13K e a moléculas de DOPC sao responsaveis
por desestabilizar a estrutura da bicamada lipidica, deslocando as moléculas de DOPC
por toda a extensao da caixa de simulagao. Além desse fato, identificamos que durante a
técnica de umbrella sampling, as rupturas ocasionadas na superficie membranar serao mais
restritas e pontuais para aquelas membranas que possuem maior quantidade de moléculas
de colesterol. Dessa forma, avaliamos que as moléculas de colesterol tornam o processo de
insercao moléculas mais desfavoravel.

Finalmente, reconhecemos que exite uma relacao entre a mobilidade dos consti-
tuintes membranares e a area que sera afetada durante o processo de insercao do farmaco
L-GL13K. Avaliamos, portanto, que a area impactada serd maior para aquelas bicamadas
lipidicas que possuem maiores valores para a mobilidade. Acerca das futuras pesquisas
que possam ser efetivas no ambito da farmacologia, avaliariamos os impactos ocasionados
pela simples deposi¢ao da molécula de L-GL13K sobre a superficie da membrana lipidica.
Nesse caso, examinariamos a interagao entre o fairmaco e a bicamada lipidica sem a apli-
cacao de um potencial harmonico externo proveniente da técnica de umbrella sampling.
Esses resultados evidenciariam quais sao os aminoacidos que preferencialmente se ligam
a superficie da membrana lipidica e como ocorre o processo de ancoragem do composto

peptidico.
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