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RESUMO

Simulagdes de bicamadas fosfolipidicas por dindmica molecular sdo uma alternativa para o
estudo computacional de propriedades estruturais e dindmicas de membranas biolégicas e de
sua interacdo com outras moléculas. O colesterol é um importante componente lipidico das
membranas de eucariotos e induz grandes alteracdes nas propriedades de uma membrana. Sua
acdo produz a coesdo do plano da bicamada, induzindo o ordenamento das caudas dos
fosfolipidios e o aumento da espessura. Este estudo avalia os efeitos da concentracdo de
colesterol em bicamadas POPC, e revela que o colesterol reduz o acoplamento das faces da
bicamada, com consequente reducdao da interacdo entre as duas faces constituintes; afeta
também o acesso da agua ao interior da estrutura, agindo principalmente sobre as caudas

insaturadas do fosfolipidio.

A curcumina é um polifenol que tém associado a diversas atividades terapéuticas, inclusive
acdo antioxidante. Este trabalho avalia também a interacdo e estabilizacdo de uma molécula
de curcumina em bicamadas POPC com ou sem colesterol, e revela que o flavonoide se
internaliza a estrutura, mas a posicdo em relacio a bicamada e sua conformacdo de

estabilidade sdo alteradas pela presenca do colesterol.

Palavras-chave: Bicamadas fosfolipidicas. Colesterol. Acoplamento entre as faces de uma

bicamada. Dinamica molecular. Curcumina. Polifenois.



ABSTRACT

Molecular dynamics simulations of phospholipid bilayers are an alternative for the
computational study of structural and dynamic properties of biological membranes and their
interaction with other molecules. Cholesterol is an important lipid component of eukaryotic
membranes and it induces large changes in the properties of a membrane. Its action produces
the lateral condensation of the bilayer, inducing the ordering of the tails of the phospholipids
and increasing the bilayer thickness. This study evaluates the effects of cholesterol
concentration on POPC bilayers, and reveals that cholesterol reduces de interleaflet coupling
of the bilayer, with consequent reduction of the interaction between the two leaflets; also
dffecting the access of water to the interior of the structure, acting mainly on unsaturated

tails of the phospholipid.

Curcumin, a polyphenol, has been associeted with various therapeutic activities, including
antioxidant action. This work also evaluates the interaction and stabilization of a curcumin
molecule in POPC bilayers with or without cholesterol, and shows that the flavonoid is
internalized to the structure, but the position in relation to the bilayer and its conformation of

stability are altered by the presence of cholesterol.

Keywords: Phospholipidic bilayers. Cholesterol. Interleaflet coupling. Molecular Dynamics.

Curcumin. Polyphenols.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lipidios e Membranas Biolégicas

"A primeira célula provavelmente veio a existir quando uma membrana formou-se,
delimitando um pequeno volume de solucdo aquosa e separando-a do resto do ambiente"”
(Nelson e Cox, 2004). A compartimentalizacdo de moléculas em um ambiente isolado
consistiu num processo fundamental para evolucdao das moléculas abidticas em sistemas mais
complexos e o surgimento da vida. Membranas biolégicas sdo as estruturas responsaveis pela
separacao do conteudo celular do resto do ambiente (ver Figura 1.1); seu componente
fundamental sdo os lipidios — moléculas organicas anfipaticas ou hidrofébicas.

Moléculas de lipidios desempenham diversas funcdes em organismos vivos, sendo
classificadas de acordo com suas caracteristicas moleculares; as principais classes de lipidios
de importancia biologica sao os esteroides (como o colesterol), que desempenham fungoes de
sinalizacdo hormonal entre tecidos e também sinalizacdo intracelular, e os acidos graxos, ou
acidos graxos esterificados ao glicerol (mono, di ou triglicerideos), que constituem a principal
forma de armazenamento de energia em organismos superiores. Glicerideos podem ser
modificados com a adicdo de um grupo fosfato ao glicerol dando origem a moléculas

chamadas de fosfolipidios, as componentes estruturais das membranas biolégicas.

Figura 1.1 — Microscopia de um corte de
célula. A membrana plasmética delimita o
ambiente celular, propiciando um
microambiente com caracteristicas distintas
das do meio externo. Extraida de Nelson e
Cozx, 2004.
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1.2 Lipidios em Solucdao Aquosa

Acidos graxos sdo cadeias longas de atomos de carbono cujas ligacdes podem ser
completamente saturadas, ou conter varias insaturacoes. A esterificacao de acidos graxos ao
glicerol da origem a moléculas anfipaticas (apresentam uma regido hidrofilica, solivel em
agua, e outra hidrofébica, insoltivel): os glicerideos. Em solucdo aquosa, as interacdes
hidrofébicas tendem agrupar as cadeias de carbono, que sdo apolares, minimizando sua
superficie de contato com a agua e expondo somente grupos polares a regido hidratada. A
estrutura formada depende da quantidade de cadeias de acidos graxos e também da quantidade
de insaturacOes presentes nestas.

Lipidios de apenas uma cadeia carbonica apresentam simetria cOnica e tendem a
agrupar-se em estruturas globulares (que podem ter alta excentricidade) chamadas micelas
(ver Figura 1.2a). A simetria cilindrica de lipidios de duas cadeias carbonicas, entretanto, lhes
confere a possibilidade de agrupar-se em estruturas constituidas por duas camadas
antiparalelas, as chamadas bicamadas (Figura 1.2b); os componentes fundamentais das
bicamadas sdo os fosfolipidios e sua organizacdo estrutural é a chave para a formacao das
membranas bioldgicas.

Cabega hidrofilica Cabega hidrofilica

Cauda hidrobébica - // Caudas
hidrofobicas

(a) Micela (b) Bicamada

Figura 1.2 — Micela (a) e bicamada (b), duas possibilidades de organizacao estrutural de lipidios em
agua: a geometria dos lipidios constituintes, principalmente de suas caudas, determina a estrutura
formada. Adaptada de Averill e Eldredge, 2007.

A duas monocamadas, ou faces, de uma bicamada sdo organizadas de forma que as
cadeias de carbono, aqui chamadas de caudas, estejam internas a estrutura, enquanto que os

grupos polares, aqui chamados de cabegas, ficam voltadas para o lado externo, em contato
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com a agua. Esta organizacdo propicia uma separacdo de fases no sistema, definindo um
ambiente aquoso interno e outro externo (as bicamadas sdo estruturas fechadas), além da
regido hidrofébica das caudas, onde podem estar presentes outras moléculas apolares.

Existe ainda uma terceira possibilidade estrutural, as lipossomas, que sdo estruturas
esféricas formadas por bicamadas concéntricas. Tais estruturas sao vesiculas que mantém um
microambiente interno isolado do meio e por isso desempenham papel no transporte de
substancias (peptideos, proteinas, genes ndo-virais, etc.) que precisam ser mantidas em seu
meio nativo para permanecerem biologicamente ativas.

Micelas, bicamadas e lipossomas sdo estruturas lipidicas observadas em solugdo
aquosa devido a caracteristica anfipatica dos lipidios (gliceréis e fosfolipidios). Sua formagao
ocorre por interagdes hidrofébicas', mas sua estabilizagdo é devida a interacdes do tipo van
der Waals entre seus componentes, e ligacoes de hidrogénio entre as cabecas dos lipidios. A
estabilizacdo de tais estruturas depende ndo somente das caracteristicas das cabecas polares
dos lipidios que as constituem, mas também das de suas caudas (tamanho e quantidade de
insaturacoes). A dupla ligacdo presente nas insaturagoes das cadeias de carbono impdem
restricoes ao movimento das caudas e lhes confere uma torcdo — caracteristica que afeta a

acomodacdo das caudas em estruturas lipidicas devido a impedimentos estéricos (Figura 1.3).

PP O 99000 O @

a) b)

Figura 1.3 — A presenca de insaturacdes nas caudas dos lipidios (em amarelo; as cabecas sdo
apresentadas em azul) afeta as propriedades da estrutura formada pelas moléculas em solugdo aquosa: a)
estrutura viscosa formada por acidos graxos saturados; b) estrutura fluida constituida por uma mistura de
acidos graxos saturados e insaturados (as insaturagoes estdo destacadas em rosa).

Extraida de Nelson e Cox, 2004.

1 O contato da dgua (ou outro solvente polar) com moléculas apolares reduz seus graus de liberdade; na tentativa
de restituir os graus de liberdade perdidos, as moléculas de dgua tendem a interagir somente entre si ou com
moléculas polares, isolando e agrupando moléculas apolares. E a interacdo hidrofébica, portanto, que promove a
agregacao de moléculas ou grupos apolares quando em solugdo aquosa.
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1.3 Fosfolipidios

Fosfolipidios sdo compostos por moléculas de glicerol esterificadas por duas cadeias
de acidos graxos, enquanto que a terceira hidroxila da molécula é modificada por um grupo
fosfato. Um dos oxigénios do fosfato estd ligado a um grupo substituinte que confere
propriedades caracteristicas ao fosfolipidio. Fosfolipidios normalmente apresentam uma
cadeia saturada e uma insaturada®, e o tamanho destas pode variar (ver Figura 1.4). Os atomos
presentes no grupo caracteristico de um fosfolipidio conferem caracteristicas préprias a
molécula pois sdo eles que definem a carga total do lipidio, podendo compensar a carga
negativa do fosfato, tornando o fosfolipidio zwitteriénico, ou lhes conferindo outros valores
de carga liquida (ver Tabela 1.1). A quantidade e a organizacdo dos atomos do grupo
caracteristico podem interferir também na geometria da molécula.

Fosfolipidios sdo os componentes estruturais fundamentais de membranas pois sdo
eles que definem e estabilizam estruturas em bicamada; eles ndo sdo os componentes
majoritarios em massa das membranas celulares — perfazem de 20~40% do "peso seco",
dependendo do organismo e do tipo de célula (Nelson e Cox, 2004) — mas é o seu
comportamento em solucao aquosa que possibilita a formacdo de membranas e a necessaria
separacao das fases do sistema para que haja a compartimentalizacdo do ambiente.

O fato de bicamadas serem estabilizadas por interacdes do tipo van der Waals e
Coulomb, ligacdes de hidrogénio, e efeito hidrofébico, mas ndo por ligacdes covalentes, é de
fundamental importancia para a atividade biolégica das membranas, pois é isto que lhes
confere a fluidez necessaria para compartimentalizar ambientes e, a0 mesmo tempo, serem
flexiveis para permitir o transporte de substancias e a interacdo com proteinas — bicamadas
sdo estruturas semipermeaveis.

A composicdo lipidica de uma bicamada (e consequentemente de uma membrana)
afeta suas propriedades devido ndo apenas a diferengas entre os grupos caracteristicos das
cabecas polares, mas também pelo comprimento das caudas dos fosfolipidios. Membranas
constituidas por lipidios de caudas maiores terdo maior espessura e uma regido apolar maior;
fator que afeta sua fluidez, sua interacdo com outras moléculas e o transporte de substancias

através da membrana. Membranas biolégicas sdo estruturas fluidas, e a liberdade com que

2 Existem fosfolipidios em que as duas caudas sdo saturadas (como o DPPC, DPPE, etc.), ou em que as duas
caudas apresentam insaturacdo (DOPC, DOPE, etc.). As duas primeiras letras da sigla designam os acidos graxos
que constituem as caudas do fosfolipidio, e as duas tltimas indicam o grupo caracteristico da cabega.
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seus componentes se deslocam pela estrutura (sua difusdo) também é dependente das

caracteristicas dos lipidios que compéem a membrana.

Acido graxo saturado
(neste caso, dcide palmitica)

Glicerol

Acido graxo insaturado
(neste case, dcide oleico)

CH—~0—P—0—X

Grupo substituinte
Fosfato

Figura 1.4 — Esquematizacdo da composicdo de um fosfolipidio; o grupo substituinte e o tamanho das

caudas afetam as caracteristicas da estrutura que grupos destas moléculas formam quando em solugdo
aquosa. Adaptada de Averill e Eldredge, 2007.

Tabela 1.1 — Principais fosfolipidios de interesse biol6gico. Adaptada de Nelson e Cox, 2004.

A e Carga liguida
Fosfolipidio Grupo caracteristico (em pH T)
Acido Fosfatidico = -1
Fosfatidiletanolamina - CHz_CHz_ﬁHg 0
Fosfatidilcolina — CH,—CH,—N(CHy)s 0
Fosfatidilserina — CH,—CH—NH; -1
00
Fosfatidilglicerol — CH,~CH—CH,—OH -1
H
Fosfatidilinositol 4
4 5-bifosfato
— CH;
Cardionlipina HOH O -2
Hz—O—ﬂ’—O—CHz
1
CH—0O—C—R'
il
H,—0—C—FR*
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1.4 Colesterol

O colesterol é o principal esteroide encontrado em membranas bioldgicas; abundante
em células animais, representa 20~30% dos lipidios da membrana plasmatica, mas pode
atingir 50% nas células sanguineas (Rég et al., 2009). E um lipidio de cadeia mista e longa,
apresentando diversos anéis, que conferem rigidez a molécula, e uma pequena cadeia aciclica
num dos extremos de sua estrutura; no extremo oposto, a presenca de uma hidroxila determina
uma regido polar na molécula. O colesterol é portanto uma molécula anfipatica, mas de
propriedades muito diferentes das dos fosfolipidios; sua estrutura diversificada faz com que o
colesterol atue como um modificador das propriedades de membranas bioldgicas.

No passado, a presenca do colesterol no organismo foi associada a diversas doencas
cardiovasculares, o que gerou uma concepg¢ao negativa da acao da molécula pela populagao
em geral, com muitas pessoas buscando evitar o consumo de alimentos ricos em colesterol
(como gema de ovo, queijos e figado). Entretanto, sabe-se atualmente que a maior parte do
colesterol presente no organismo de animais € sintetizada pelo proprio organismo; apenas uma
pequena parte é adquirida pela alimentagdo® (Alberts et al., 2002) e o organismo compensa o
que é absorvido reduzindo a producdo do esterol (Lecerf e Lorgeril, 2011). O nivel de
colesterol no sangue (medido através das lipoproteinas que o transportam no meio celular)
consiste, na realidade, num indicio de se organismo apresenta algum problema — o colesterol
atua como um sinalizador.

Diversas modificagdes estruturais em membranas biolégicas sdo atribuidas a acao do
colesterol: seu efeito regulador altera a fluidez da bicamada, afetando propriedades como a
area de contato da cabeca dos lipidios com a agua e a espessura da regido hidrofobica, além
de reduzir a permeabilidade da estrutura lipidica a moléculas de agua (Hofsaf3 et al., 2003;
Rég et al., 2009). Tais modificagées implicam em alteracdes na reducao da mobilidade de
lipidios e outras moléculas dentro da bicamada — o colesterol possui a capacidade de regular a
fluidez de uma membrana. Na auséncia do colesterol, a membrana pode tornar-se
excessivamente fluida e permeavel, o que compromete sua funcdo de seletividade as

moléculas que passam através da estrutura (Alberts et al., 2002).

3 A incidéncia de doencas cardiovasculares estd sim associada a ma alimentacdo, mas ndo pela ingestdo de
colesterol; o consumo exagerado de alimentos ricos em gordura eleva o risco de doengas como pressdo alta e
parada cardiaca porque se ndo houver compensacdo com o aumento do gasto metabdlico (com atividade fisica,
por exemplo), ocorrerad o acimulo de lipidios no organismo, principalmente na forma de trigliceridios. Aliada a
ma alimentacdo, o sedentarismo e o tabagismo sdo os principais fatores de risco de doencas cardiovasculares.

O excesso de producéo de colesterol em alguns individuos esta associado a disttirbios genéticos.
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O colesterol é um componente necessario em membranas biol6gicas de animais, mas
em altas concentragdes pode enrijecer excessivamente a estrutura, podendo inclusive fazer
com que a membrana perca sua funcao bioldgica: as caudas dos fosfolipidios tornam-se tao
ordenadas que a fluidez e permeabilidade da membrana ficam comprometidas; neste caso
ocorre a transicdo da membrana da fase liquido-cristalina (fase em que as membranas sdo
biologicamente ativas, havendo um equilibrio entre fluidez e permeabilidade), para a fase
gel’. Portanto, deve haver um equilibrio entre a concentragdo de colesterol na membrana e as
propriedades que ela deve apresentar; e é por este motivo que, assim como ocorre com 0S
fosfolipidios, a propor¢ao de colesterol na bicamada varia de acordo com o tipo de célula,
com o tipo de organela, e até mesmo quanto a face considerada (se a face é voltada para o
meio externo, ou para meio celular) (Nelson e Cox, 2004).

A influéncia da composicdo e da proporcao de fosfolipidios e colesterol sobre as
propriedades de uma membrana é alvo de estudos experimentais ha décadas (Papahadjopoulos
et al., 1973; Hjort Ipsen et al., 1987; Ohvo-Rekila et al., 2002) e mais recentemente passou a
ser abordada através de simulagoes computacionais de bicamadas (Berkowitz et al., 2009;
Rag et al., 2009; Baoukina e Tieleman, 2015), que permitem o estudo das interagdes entre 0s
componentes a nivel atdmico. Acredita-se que a compreensdo das alteragdes promovidas pelo
colesterol na estrutura e na dindmica das membranas seja importante para entendimento de
como ocorre sua atividade e de como esta pode vir a ser regulada (Yesylevskyy e Demchenko,

2015).

1.5 Interacao entre as Monocamadas de uma Membrana

Membranas sdo sistemas constituidos por faces (ou monocamadas) antiparalelas que
sdao mantidas unidas pela interacdo dos lipidios com a fase aquosa em ambas as monocamadas
e também por interacdes do tipo van der Walls estabelecidas pelos atomos das caudas de uma
monocamada com os da monocamada oposta. Uma das fungoes biolégicas desempenhada

pelo colesterol é a de sinalizacdo hormonal através das membranas, e a transmissdo da

4 A fase liquido-cristalina de uma membrana é chamada de I, do inglés, liquid-disordered, enquanto que na fase
gel, a estrutura é denominada I,, do inglés, liquid-ordered. A transicdo de determinada regido da membrana de
uma fase para a outra esta intimamente ligada a concentragdo local de colesterol (Berkowitz, 2009).

Desconsiderando-se a acdo do colesterol, a transicdo lo-Id ocorre em funcdo da temperatura do sistema e a
temperatura em que é verificada (T,,) depende da composicdo lipidica da estrutura.
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informacdo envolve a passagem de moléculas através da estrutura. Inicialmente, os estudos
sobre a sinalizacdo e transporte através de membranas focavam no papel desempenhado por
proteinas transmembranicas que, integradas a estrutura lipidica, expdem regioes da molécula a
fase aquosa através de ambas as monocamadas da membrana; esta abordagem pressupunha
que as monocamadas atuavam independentemente uma da outra, desempenhando apenas a
funcdo estrutural de compartimentalizar o ambiente. Thompson e colaboradores (Schmidt et
al., 1978), estudando vesiculas compostas por um tipo de fosfolipidio e esfingomielina (um
lipidio de apenas uma cadeia carbonica, que desempenha papel de sinalizacdo no processo de
sinapse entre neurdnios) através de ressonancia magnética nuclear (RMN), encontraram
evidéncias de que as duas monocamadas interagiam entre si, apresentando algum tipo de
acoplamento. Estudos posteriores, indicaram que a fraca interacdo entre as monocamadas
estava relacionada a fase (I, ou l;) da membrana, e que, ao induzir a transicao de fases na
monocamada externa de uma vesicula, o fendmeno repercutia na monocamada interna,
sugerindo que o acoplamento poderia consistir no contato intercalado entre as caudas das duas
monocamadas (Diizgiines et al., 1988).

A acdo do colesterol modula as propriedades de uma membrana e pode induzir
localmente a transicdo de fase da estrutura; o estabelecimento de dominios ricos em colesterol
numa membrana tém sido associado a formagdo dos chamados lipid rafts — microdominios
funcionais na membrana que estdo relacionados a processos de reconhecimento celular e
sinalizacdo (Berkowitz, 2009). Regides de rafts sdao caracterizadas por um comportamento
dinamico distinto do resto da membrana e acredita-se que a acomodagdo dos extremos das
caudas dos fosfolipidios desempenhe um papel importante em sua estruturacao (Rog et al.,
2009). Mas o extremo das cadeias dos fosfolipidios é a regido onde ocorre o acoplamento
entre as monocamadas; o estudo da interacdao dos grupos presentes nesta regido pode portanto
fornecer informagdes relevantes sobre a formacdao de microdominios na membrana e seu
papel na sinalizagdo através da estrutura (Niemeld et al., 2009).

Embora a interagdo entre as monocamadas constituintes de uma membrana biol6gica
ainda ndo tenha sido bem caracterizada, a recente abordagem computacional do problema
através de simulagdes tém revelado informacoes que podem auxiliar na compreensao de como
se da o acoplamento entre as faces de uma bicamada, e qual é o efeito da composicao lipidica

sobre tal interagcdo (Nickels et al., 2015; Capponi et al., 2016; Tian et al., 2016)
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1.6 Peroxidacao Lipidica e Polifendis

Diversos processos bioldgicos que ocorrem na vizinhanca das membranas biologicas
podem induzir a peroxidacao lipidica, que consiste na degradacdo oxidativa de lipidios por
radicais livres. A acdo da radiagdao (UV e raios-X), e também da poluicdo, continuamente
promove a formacdo de radicais livres no ambiente celular (KoSinova et al., 2011) que, entre
diversos efeitos degenerativos, podem agir sobre membranas celulares, capturando elétrons
das insaturagOes de acidos graxos e se ligando a cauda insaturada do lipidio. As propriedades
de uma membrana sdo sensiveis a quantidade de carbonos das caudas dos fosfolipidios que as
constituem, e também a quantidade de insaturacGes que estas apresentam; assim, a ligacao de
um radical livre a cadeia aciclica promove profundas modificacbes nas caracteristicas do
fosfolipidio, induzindo alteragdes locais nas propriedades da membrana. A recorréncia do
processo de peroxidacdo pode levar a degradacdo da membrana e a perda de sua atividade
biologica e, em larga escala, pode causar doencas ao organismo e também é associado ao
processo de envelhecimento (Rikans e Hornbrook, 1997).

A acdo de moléculas com propriedades antioxidantes reduz a formagdo de radicais
livres e consequentemente previne a degradacao de membranas celulares. Polifen6is sdo uma
ampla classe de moléculas sintetizadas por plantas, muitas das quais fazem parte da dieta
humana (frutas, vegetais, especiarias), e também sdo encontrados em produtos derivados
destas plantas, como chas, chocolate, vinho e cervejas (KoSinova et al., 2011); sdo divididos
em diversos grupos, de acordo com sua estrutura quimica (flavonoides, taninos, lignanas,
etc.), e tém sido muito estudados por sua possivel atividade contra doencas cardiacas, cancer,
envelhecimento e doencas degenerativas (KoSinova et al., 2011; Havsteen, 2002). Entre suas
diversas atividades biol6gicas, sdo poderosos antioxidantes.

Polifenois sdo moléculas anfipaticas, constituidas por anéis aromaticos aos quais estao
ligados uma ou mais hidroxilas (formando o grupo fenol, que d4 nome ao grupo de
moléculas); a ligacdo entre seus anéis é estabelecida por anéis condensados ou por cadeias
aciclicas onde podem estar presentes grupos polares, como carbonilas. Sdo as hidroxilas que
conferem a atividade antioxidativa aos polifendis, pois a reacdo e captura de radicais livres
por estas inibe sua acdo sobre componentes biol6gicos — como os fosfolipidios (Trouillas et
al, 2006).

A anfipaticidade dos polifendis lhes confere a possibilidade de interagirem ou

integrarem membranas biol6gicas, e sua posicdo e orientacdo dentro de membrana dependera
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da quantidade e posicdo de suas hidroxilas. A localizacdo de polifendis em membranas
permanece um caso controverso (ocorre na interface com a agua, ou em regides mais internas
e apolares da membrana?) e o estudo por simulacdes computacionais da interacdo destas
moléculas com bicamadas fosfolipidicas pode fornecer informacdes relevantes (KoSinova et
al., 2011; Kopec¢ et al. 2013).

Por outro lado, a propria presenca destas moléculas pode vir a modificar as
propriedades da membrana, e sabe-se que em concentracdes elevadas os polifenois sdo
toxicos, com o efeito reverso de induzirem a formacao de radicais livres (Burgos-Moron et al.,
2010). A acgdo destas moléculas sobre as propriedades de uma membrana é outra caracteristica

passivel de ser estudada através de simula¢Ges computacionais.

1.6.1 Curcumina

A curcumina é um flavonoide (um subgrupo dos polifenoéis) a que tém sido atribuido
um amplo espectro de atividades terapéuticas: acdo antioxidante, anti-inflamatoria,
anticancerigena e antimutagénica; entretanto, seus mecanismos de acdo permanecem
desconhecido (Ingolfsson et al., 2007). Abordagens computacionais ao problema tém
fornecido dados que podem auxiliar na compreensao de como a molécula interage com o
DNA (Koonammackal et al., 2011) e com proteinas envolvidas no processo de sinalizagcdo por
lipopolissacarideos (Wang et al., 2015).

A curcumina é o principal componente bioativo do acafrao-da-terra (Curcuma longa),
possuindo portanto uma intima relacdao com a culinaria oriental. Estudos in vitro revelam que
a curcumina modula as propriedades de bicamadas fosfolipidicas, tendo acdo semelhante a
observada em peptideos antimicrobianos (também de caracteristicas anfifilicas) (Ingolfsson et

al., 2007; Hung et al., 2008), mas a forma como se da tal interacdo ainda nao é conhecida.
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1.7 Simulacao Computacional de Sistemas Biolégicos

O estudo de sistemas bioldgicos através de simulagoes computacionais possibilita a
analise de sua dinamica e estabilidade a niveis atomico e molecular, resolucdo dificil de ser
atingida através de técnicas experimentais. Simulacdes por dindmica molecular possibilitam
estudar a evolucdo temporal de um sistema e, se este estiver adequadamente representado,
fornecer informacoes sobre a interacdo entre os componentes do sistema e os mecanismos de
acdo de moléculas.

Aplicadas ao estudo de membranas biologicas, simulacdes de bicamadas que
mimetizam caracteristicas importantes da estrutura lipidica, contribuem com dados sobre a
dinamica das interacdes estabelecidas entre os lipidios e as implicacoes destas sobre as
propriedades da membrana (Tieleman et al., 1997; Marrink et al., 2009). Estudos sobre o
comportamento de sistemas compostos por mais de um tipo de lipidio auxiliam na elucidacao
da acdo especifica de um tipo de molécula sobre a estrutura, possibilitando a avaliacdo de
questdes como formacdo de dominios e a condensacdao do sistema promovida por moléculas
como o colesterol (Edholm e Nyberg, 1992; Berkowitz, 2009).

A acdo de moléculas de interesse biol6gico sobre a membrana também pode ser
abordada por simulagoes de bicamadas de composicao apropriada, com o estudo da interacao

que a molécula estabelece com os lipidios da estrutura.
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1.8 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho compreende a simulacdo por dindmica molecular de
bicamadas compostas por um tipo de fosfolipidio (POPC) e colesterol, e também a avaliacdo
da interacdo destes sistemas com um tipo de flavonoide de interesse biolégico (curcumina).

Dentre os objetivos especificos do trabalho estao:

a) Validar os parametros de simulacdo empregados, e a modelagem utilizada na representacao
computacional das moléculas, através de grandezas de interesse calculadas para uma
bicamada POPC pura e sua compara¢ao com dados experimentais disponiveis, e também com

valores obtidos em outros trabalhos de simulacao;

b) Avaliar o efeito da concentracdao de colesterol sobre a estrutura lipidica através de
bicamadas constituidas por moléculas de POPC e colesterol em trés concentracdes diferentes
de colesterol: 0, 20 e 40%. As modificacdes promovidas pela acdo do colesterol, com foco nas
alteracOes sobre o acoplamento entre as duas faces da bicamada, serdo analisadas por

comparagao com os resultados obtidos da bicamada pura (0% colesterol);

c) Avaliar a interacdo entre uma molécula de curcumina e bicamadas de diferentes
concentracoes de colesterol, com foco na estabilizacdo do flavonoide na estrutura e em
possiveis alteracdes na bicamadas em decorréncia da presenca da curcumina. A interagcao
entre flavonoide e bicamada sera avaliada através de trés métodos diferentes de insercao da
molécula: na fase aquosa do sistema, na fase lipidica (na regido apolar da bicamada), e através

do processo de automontagem da bicamada em presenca do flavonoide.
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2. METODOLOGIA

2.1 Dinamica Molecular

Simulagoes por dindmica molecular constituem uma técnica computacional muito
versatil que pode ser aplicada ao estudo desde macromoléculas de interesse biolégico, até a
ciéncia dos materiais. Fundamentadas nos principios da Mecanica Classica, simulacoes por
dindmica molecular podem fornecer informagdes sobre o comportamento dindmico do
sistema de interesse, a nivel atbmico e em escalas de tempo infinitesimais (normalmente, a
partir de ps, isto é, ~10" segundos). Propriedades macroscopicas dos sistemas também
podem ser obtidas com a aplicacdo de formulacoes de Mecanica Estatistica — o que possibilita
a deducdo de propriedades observaveis (temperatura, energia potencial, volume, densidade,
etc.) a partir do comportamento microscopico do sistema.

As secOes a seguir apresentam topicos basicos ao desenvolvimento de simulacoes por

dindmica molecular.

2.1.1 Campo de forcas

Em simulagGes por dinamica molecular, as moléculas sdo tratadas como uma colecao
de atomos unidos por potenciais classicos. O conjunto de fungdes potencial de interacao e os
parametros nelas definidos constitui o chamado campo de forcas — o campo de forcas é uma
modelagem matematica que tenta mimetizar o ambiente fisico do sistema, e portanto deve ser
adequado a representar as condi¢des sob as quais se deseja realizar seu estudo (no vacuo, em
ambiente aquoso implicito, ou explicito, etc.).

Um campo de forcas deve incluir termos para representar atomos ligados
(comprimentos e angulos de ligacdao, angulos diedros) e termos para atomos nao ligados
(interacdes de van der Waals e de Coulomb); atomos sdao denominados ligados se estiverem
separados por, no maximo, trés ligacoes quimicas, e ditos ndo ligados quando, seguindo as

ligacdes quimicas da molécula, forem separados por mais de trés ligacoes.
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Para se assegurar que o campo de forcas representa satisfatoriamente o ambiente em
estudo, as vezes é necessario modifica-lo a partir de dados empiricos, parametriza-lo de forma
que os resultados obtidos nas simulacOes sejam comparaveis a medicOes experimentais. A
aplicacdo do campo de forcas a um sistema bem caracterizado, uma simulacdo de controle, as
vezes € necessaria para se avaliar se o campo de forgas utilizado é adequado, se necessita de
modificac¢des, ou até mesmo se deve ser substituido por outro.

O conjunto de potenciais de interacdo que compdem o campo de forcas deve permitir
o calculo da energia potencial do sistema a partir da estrutura tridimensional de seus atomos.

Um tipico campo de forgas assume a forma

V(F>:ZVI+ZV9+2Vw+ZVVdW+ZVEletros. ’ (21)

onde V; sdo termos que descrevem a vibracao das ligaces atomicas em torno do seu valor de
equilibrio, Vs descreve as tor¢oes em torno das ligacGes de uma molécula, V, descreve a
variacao dos diedros em torno de um angulo de equilibrio, Vvaw representa o conjunto de
termos que descrevem as interacoes do tipo van der Waals, e Vgers descreve as interacoes
eletrostaticas entre cargas (ver Figura 2.1).

Os potenciais harmonicos V; e Vi sdo construidos com base na lei de Hooke, isto é, em
termos de constantes de mola, k; e kg, e da variacao I e 6 em torno da posicdo de equilibrio I, e
0o:

Vi=k(l-1,)" e Vy=ky,(6—8,)" . (2.2e2.3)

Como a propria lei que os fundamenta, estes potenciais sdo validos apenas para pequenas
oscilagoes em torno da posicao de equilibrio.

O potencial torcional V, trata dos diedros e normalmente assume a forma

1% :%[1+cos(n(p—y)] , (2.4)

¢

onde V, é a barreira de energia para a tor¢do, n € o numero de maximos (ou minimos) de

energia em uma tor¢ao completa, ¢ é o angulo diedro e y é a diferenca de fase no angulo

diedro que pode gerar um ponto de maximo ou minimo em ¢ = 0.
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Figura 2.1 — Da esquerda para a direita, idealizagdo dos potenciais harmonicos V; e V, e e do potencial
torcional V,. Adaptada de Martinez, 2010.

As interacOes entre pares (i, j) de &tomos ndo ligados sdo descritas por potenciais dos
tipos van der Waals e eletrostatico, representados, respectivamente, pelos potenciais de

Lennard-Jones e de Coulomb

i Gi' qzq
VVdW:4£ij[(r_j) _(r_j) ] e VEletros._m
. ' O .

rtij

, (2.5 e 2.6)

onde €; representa a profundidade do poco de potencial e oi; é a distancia para qual o
potencial interparticula é zero, q; e (¢; sdo as cargas parciais dos atomos i e j, I'; € a
distancia entre estes, &, €é a permitividade elétrica do vacuo e €, a constante dielétrica
relativa do meio. Todos estes parametros sao empiricos ou deduzidos de calculos teoricos.

Em alguns campos de for¢a, um potencial adicional é incluido com o objetivo de
manter a estrutura tridimensional, e suas oscilagdes, de atomos com quatro ligacdes simples
(0); este potencial é utilizado quando é necessario manter a tetraedricidade, ou a planaridade,

de quatro atomos nao ligados sequencialmente (ver Figura 2.2), e pode ser expresso por

1
VDI:Eka(a_a())z s (27)

onde o, é angulo de equilibrio (a0 = 0, se o arranjo é planar; o, ~ 36° se tetraédrico) e k,

€ uma constante elastica que varia de acordo com o tipo de hibridizacdo no atomo central.

Figura 2.2 — Os trés atomos ligados (A, B e O)
estabelecem um plano enquanto o 4tomo central
hibridizado (D) pode oscilar em relagdo a este; a é o
angulo de oscilacdo entre a ligagdo AD e o plano ABC.
Adaptada de:
<http://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/namd/>.
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O potencial diedral improprio é harmonico, com a energia oscilando com a variagdo
conformacional do arranjo de atomos, e é um termo particularmente necessario para a
manutencdo da tetraedricidade dos atomos de carbono quando utilizada a representacdo de
atomos unidos para os grupos CH, CH, e CH; para carbonos pouco reativos. Na representacao
de atomos unidos, grupos de atomos sao substituidos por uma nova espécie atdbmica capaz de
representar as propriedades mecanicas moleculares do grupo; os quatro atomos de um grupo
CHs, por exemplo, sdo substituidos por um pseudo-atomo cujas propriedades sao equivalentes

a do grupo (ver Figura 2.3).

.{

-+

23 7‘?@:
%

5

Figura 2.3 — Molécula de um fosfolipidio
(POPC) nas representacoes de todos o0s
atomos (esq.) e atomos unidos (dir.). A
reducdo do niimero de atémos implica em
ganho de tempo computacional.

Extraida de Cascella e Vanni, 2015.
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A escolha do campo de forcas a ser utilizado numa simulacdo depende,
essencialmente, do sistema a ser estudado e das propriedades de interesse a serem
investigadas. Diversos campos de forca foram desenvolvidos especificamente para sistemas
compostos por moléculas bioldgicas, sendo os campos das familias GROMOS (van Gunsteren
e Berendsen, 1987; van Gunsteren et al., 1996), OPLS (Jorgensen e Tirado-Rivers, 1988),
AMBER (Case et al., 2014) e CHARMM (Brooks et al., 1983; Brooks et al., 2009), exemplos
bem-sucedidos.

As simulagdes desenvolvidas neste trabalho sdo baseadas no campo de forcas
GROMOS96 53A6 (van Gunsteren et al., 1996), otimizado com os parametros dos “lipidios
de Berger” (Berger et al., 1997). Tal modificacdo é necessaria devido ao fato das cadeias de
alcanos das caudas dos fofolipidios ndo serem satisfatoriamente tratadas pelo parametros
ligados naturais do GROMOS. Os chamados “lipidios de Berger” utilizam a representacao de
atomos unidos para os grupos CH, CH, e CHj3 e sdao uma espécie de hibrido entre os tipos de

atomos dos campos de forca GROMOS e OPLS.
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Este conjunto, campo de forca GROMOS96 53A6 otimizado com parametros de
Berger, apresenta desempenho satisfatério quando comparado a outros campos de forgas
utilizados para a simulacdo de bicamadas fosfolipidicas, conseguindo também reproduzir
adequadamente algumas grandezas fisicas de interesse (Piggot et al., 2012), como area por

lipidio, espessura da bicamada, parametros de ordem e coeficiente de difusao.
2.1.2 Equacoes de movimento e integracao numeérica

Uma simulacdo de dinamica molecular classica (onde ndao ha troca de elétrons)
consiste fundamentalmente na resolucao das equacoes de movimento de todos os i atomos do
sistema em cada instante t:

i(t):miai . (2.8)

Como ndo existe solugdo analitica para problemas com muitos corpos, a solucdo deve ser
encontrada através de métodos numéricos.

A implementacdao de um campo de forcas possibilita o calculo das forcas que atuam
sobre cada atomo i do sistema através da derivada da energia potencial obtida do campo de
forcas empregado,

—

(=" Gy (7)=mg, . 2.9)

célculo que fornece diretamente a aceleragdo d, da particula i no instante t. Conhecida a
aceleracdo, pode-se integrar as equacdes do movimento para obter a velocidade da particula
que, com uma nova integracao, fornece a posicdo da particula em t+At. Determinadas as
posicdes de todas as particulas do sistema, pode-se calcular a energia potencial total, cuja
derivada fornecerd a aceleragdo d, de cada particula em t+At. A aplicagdo sucessiva deste
método possibilita a determinacdo da posicdo e velocidade de cada particula ao longo do
tempo, ou seja, sua trajetoria.

Na pratica, as trajetérias das particulas sdao obtidas pela integracdo numeérica das
equacdes de movimento utilizando-se algoritmos baseados no método das diferencas finitas,

que aproximam a derivada da energia potencial por pequenas diferencas finitas de intervalos
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At (chamados de passo de integracdo), o que possibilita simular movimentos que ocorrem em
intervalos de tempo tdo pequenos quanto se desejar. Existem diversos algoritmos de
integracdo que sao empregados em dinamica molecular, sendo os mais comuns os algoritmos
de Verlet (Swope et al., 1982) e Beeman (Beeman, 1976) e o método leap-frog (Hockney e
Eastwood, 1974).

O algoritmo leap-frog utiliza as posicdes r no instante t e as velocidades v no instante

t—%At (metade do passo de integracdo) para calcular as forgas F(t) sobre a particula e

. . 1 - . . .
atualizar sua velocidade v em t+§ At e sua posicao r no instante t+At através das féormulas

recursivas:

N R T | At -

V|t A=V t-S Aty — F(t) (2.10)
. N L1
Flev At|=Flt|+At.v t+§At) (2.11)

onde m é a massa da particula. Velocidade e posicdo ndo sdo calculadas portanto para o
mesmo instante de tempo, estando sempre intercaladas; esta caracteristica é a origem do nome
do método, como mostra a Figura 2.4.

O algoritmo leap-frog é dito ser de terceira ordem em r, pois trunca os termos da série
de Taylor (de onde sdo derivadas as Equacoes 2.10 e 2.11) no termo de quarta poténcia,

O(At*) (van der Spoel et al., 2010).

Figura 2.4 — Esquematizacdao do método leap-frog. PosicOes e velocidades sdo atualizadas de forma
intercalada, como os saltos de um sapo ao andar. Extraida de van der Spoel et al., 2010.
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2.1.3 Condicoes iniciais, minimizacao e equilibracao

Um requisito para a aplicacdo dos algoritmos numéricos, que resolvem as equacoes de
movimento e determinam a trajetoria e velocidades das particulas em cada instante, sdo as
condigGes iniciais do sistema, ou seja, a posi¢do e a velocidade de cada particula no instante
t =0, que fornecem as constantes de integracao necessarias para a resolucao da equacao
diferencial de 2° ordem.

A distribuicdo das posig0es iniciais deve ser feita de forma a se evitar a ocorréncia de
aproximacodes indevidas entre os atomos, podendo ser utilizados algoritmos que otimizam a
distribuicdo inicial, alterando a posicdo de particulas de forma a minimizar a energia potencial
do sistema; este processo é conhecido como minimizacdo da energia e os algoritmos mais
utilizados sdo o método dos gradientes conjugados e o método steepest descent.

Definidas as posic¢Oes iniciais, sdo atribuidas velocidades aleatérias as particulas
seguindo um distribuicdo de Maxwell-Bolztmann para a temperatura de referéncia Tt em que
se deseja estudar o sistema. Normalmente, a determinagdo das condicOes iniciais ndo garante
que o sistema esteja em equilibrio termodinamico, por isso é pratica comum desconsiderar 0s
passos iniciais de uma simulacdo onde suas propriedade ndo sdo constantes, ou realizar o
aquecimento em incrementos pequenos da temperatura. Este periodo é chamado de

equilibracdo do sistema e varia de acordo com os sistemas a serem estudados.

2.1.4 Ensemble e controle de temperatura e pressao

A partir do conjunto das posicdes e velocidades de todas as particulas da caixa de
simulacdo em determinado instante t, pode-se definir o estado macroscépico do sistema
correlacionando-o as varidveis macroscopicas que caracterizam um ensemble estatistico.
Diversas opgoes de ensemble podem ser empregados em simulagdes por dinamica molecular,
sendo 0s mais comuns o micro-candnico, ou NVE (o sistema € ajustado para que o nimero de
particulas N, o volume V e a energia total E da caixa de simulacdo sejam conservadas), o
canonico, ou NVT (numero de particulas, volume e temperatura), e o isotérmico-isobario, ou

NPT (ntimero de particulas, pressdo e temperatura) (Namba et al., 2008).
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Pressdo, temperatura e quantidade/concentracdao de reagentes, sdao grandezas
frequentemente controladas em técnicas experimentais. De maneira geral, simulacdes
computacionais precisam fornecer resultados passiveis de serem comparados a medicdes
experimentais, e € por este motivo que simulacoes no ensemble NPT sao mais comuns do que

nos demais ensembles.

O controle da temperatura do sistema em simulacdo € realizado através do
reescalonamento das velocidades das particulas por um fator de correcdao adequado a cada
certo numero de passos de integracdo, fazendo com que a temperatura oscile em torno do
valor de referéncia. O efeito deste tratamento é equivalente a acoplar o sistema a um banho
térmico de temperatura igual a temperatura T.; de referéncia do sistema e é implementado
através de algoritmos conhecidos como termostatos, sendo 0s mais comuns os termostatos de
Berendsen (Berendsen et al.,, 1984), V-Rescale (Bussi et al.,, 2007) e Nosé-Hoover (Nosé,
1984; Hoover, 1985).

Um procedimento analogo ao do controle de temperatura ¢ utilizado para garantir que
a pressao do sistema oscile em torno de uma pressdao de referéncia P.; mas desta vez,
reescalonando as coordenadas e as dimensdes da caixa de simulagdo. Os algoritmos que
implementam este processo sdo chamados de barostatos e 0s mais comuns sdo os barostatos
de Berendsen (Berendsen et al., 1984) e o de Parrinello-Rahman (Parrinello e Rahman, 1981;

Nosé e Klein, 1983).

2.1.5 Caixa de simulacdo e condicoes periodicas de contorno

Simulagdes de dindmica molecular normalmente sdo aplicadas a sistemas que contém
de centenas a milhdes de atomos, quantidade praticamente insignificante se comparada ao
numero de dtomos em sistemas macroscopicos (~10% particulas), o que torna necessario um
tratamento para que ndo haja influéncia de efeitos de borda (da caixa de simulacdo) sobre o
sistema.

A forma mais comum de se contornar este problema é a utilizacdo das chamadas
condicOes periddicas de contorno. Nesta técnica, o sistema é construido dentro de uma "caixa"
de simulacdo que é replicada em imagens em todas as dire¢des do espaco, de forma que, se

uma particula sai da caixa adentrando uma caixa imagem, uma particula idéntica entrara na
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caixa de simulacdo vindo da caixa imagem da face oposta (ver Figura 2.5).

Matematicamente, se L; é o tamanho da caixa de simulagao, i = x, y, z, tem-se que

se r; (t+At) > L;, entdo r; (t+At) = r; (t+At) — L;, ou, (2.12)
ser; (t+At) < 0, entao r; (t+At) = r; (t+At) +L;. (2.13)

As condi¢Oes periodicas de contorno fazem com que os atomos do sistema nunca
enxerguem uma borda e garantem que o nimero total de particulas na caixa de simulacdo seja
sempre o mesmo (fica entdo assegurada a convervacao do nimero de particulas do sistema).

O formato da caixa de simulacdo ndo deve interferir nos resultados obtidos; ela deve
ser suficientemente grande, nas trés dimensdes, de forma a garantir que uma molécula nao
interaja com sua propria imagem — o que, além de trazer problemas a evolucdo da simulacao,
implicaria em resultados esptrios originados do tratamento matematico aplicado ao sistema
(as condicdes periodicas de contorno). Este problema torna-se mais relevante com o aumento
do tamanho das moléculas simuladas e a questdo de qual deve ser o tamanho da caixa de

simulacdo para garantir que nao ocorra sera tratada na proxima secao.
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a v ] » D | O Figura 2.5 — Representacgdo idealizada das condicoes
a® O 20 O o periddicas de contorno: a caixa de simulagdo onde o
< M %J ° @ o (f sistema de interesse foi construido é envolvida por
/ um ndimero infinito de réplicas, em todas as diregdes.

Extraida de: <isaacs.sourceforge.net/phys/pbc.html>.

As dimensdes da caixa de simulagdao sdao constantes apenas quando a simulacdo é
realizada a volume constante. Quando é aplicado um controle de pressao sobre o sistema, caso
mais comum, os eixos da caixa de simulacdao sao deformados como parte do processo para
garantir que a pressao do sistema oscile em torno do valor de referéncia Py Isto pode ocorrer

de trés formas: no caso do acoplamento de pressao isotroprico, as dimensdes x, y e z da caixa
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de simulacdo sdo deformadas igualmente, mantendo a relacdo entre elas (se a caixa de
simulacdo inicialmente for cuibica, permanecera ctibica durante a simulagdo, embora sua
aresta possa variar); no acoplamento semi-isotropico, as dimensdes x e y sdo acopladas e
deformam-se igualmente, mas z é independente; e, no caso anisotropico, todos os eixos sdo

controlados de forma independente.

2.1.6 Minima imagem, raio de corte e interacoes de curto e longo alcance

A utilizacdo de condicOes periodicas de contorno insere uma complicacdo as
simulacOes: o calculo de um potencial de interacdo demanda a soma das interacdes sobre
todos pares de particulas, inclusive as que estdo nas imagens da caixa — seria uma soma de
infinitos termos, portanto. Este problema é contornado com a utilizacdo da chamada
convencdo da minima imagem; o potencial para interacOes de curto alcance (interacdes do
tipo van der Waals) é truncado para pares de particulas cuja distancia seja maior do que um
valor especificado, chamado de raio de corte (sempre menor do que metade do tamanho da
caixa de simulacdo; isto, nas trés dimensoes), evitando que uma particula interaja com sua
propria imagem. Desta forma, para garantir que a caixa de simulacdo tenha tamanho
suficiente para evitar que uma molécula interaja com sua imagem, deve-se assegurar que a
caixa meca, no minimo, a dimensdo da molécula mais a medida do raio de corte aplicado
(normalmente, a solvatacdo do sistema garante margem suficiente para evitar o problema).

O truncamento de termos a partir de um raio de corte pode ser aplicado a interacoes de
curto alcance pois estas decaem com r°, Interagdes de longo alcance (interacdes de Coulomb)
decaem muito mais lentamente e ndo podem ser tratadas da mesma forma sem que se corra o
risco de serem produzidos efeitos artificiais que comprometam os resultados da simulacdao
(o exemplo mais comum sdo saltos bruscos na energia potencial que podem tornar a dinamica
instavel). Interacoes de longo alcance sao tratadas por métodos baseados em somas de Ewald,
sendo o mais comum o PME (Particle Mesh Ewald) (Darden e Pedersen, 1993; Essmann et
al., 1995), ou por métodos aproximativos como o Reaction-Field (Tironi et al., 1995), ou
mesmo através de um raio de corte, porém com a precaucao de introduzir uma funcdo

potencial que faca a energia de interacao se anular rapidamente (num segundo raio de corte).
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2.1.7 Solvatacao e modelos para a molécula de agua

Processos biologicos ocorrem na presenca de solventes e, buscando uma representacao
mais realista, simulagoes por dinamica molecular normalmente incluem a representagdo da
acdo do solvente sobre o sistema (de forma implicita, através de uma constante dielétrica, ou
de forma explicita, com a inclusdo das moléculas do solvente na caixa de simulacdo). A dgua
é o principal solvente de sistemas biologicos e consequentemente sua representacao adquire
um papel crucial. Apesar de sua estrutura simples, a agua apresenta dezenas de anomalias,
algumas fundamentais em processos biolégicos, que dificultam sua caracterizacdo de forma
simples (Huang et al., 2009).

Existem diversos modelos para representar a molécula de agua: modelos com trés
sitios, modelos com quatro sitios (um falso atomo é incluido para melhor representar a
distribuicdo eletrostatica da molécula; ver Figura 2.6), e também modelos mais complexos
com cinco e até seis sitios. Quanto mais complexa a representacao, mais complicada é sua
implementacdo, pois as moléculas de agua normalmente sdo o componente majoritario de
uma caixa de simulagdo e os atébmos adicionais do modelo também devem ser considerados

no calculo dos pares de interagdo’.

Figura 2.6 — Representacdo de modelos de moléculas de 4gua de trés (a) e de quatro sitios (b). Para o
modelo SPC, que é de trés sitios, por exemplo, o = 3,167 A, qi= + 0,410, @ = - 0,820, L =1 A e
8 = 109,47°. Fonte: <http://www1.Isbu.ac.uk/water/water_models.html>. Acesso em 03/01/2017.

Alguns modelos simples de trés sitios entretanto revelam grande aplicabilidade e
satisfatoria correpondéncia com dados experimentais (Zielkiewicz, 2005) e por isso sdo
amplamente utilizados; é o caso dos modelos SPC (Berendsen et al., 1981) e TIP3P

(Jorgensen et al., 1983). A Figura 2.7 apresenta o resultado de uma dinamica de caixas de

1 Informagdes e referéncias sobre dezenas de modelos para a molécula de dgua e a comparagdo de propriedades
aferidas destes com dados experimentais estdo disponiveis no website de Martin Chaplin
<http://www1.lsbu.ac.uk/water/water_models.htmI>.
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simulacdo contendo apenas moléculas de agua, utilizando os modelos SPC (curva em
vermelho) e TIP3P (preto). A figura mostra a ordenacdo do sistema, verificada através da

funcdo de distribuicdo radial de pares g(r), dada por

g(r)=4nr2pdr,p=% , (2.14)

onde p é a densidade de particulas na esfera de raio r. A comparagao dos resultados obtidos
para os dois modelos com um resultado experimental (destaque no grafico), revela que ambos
reproduzem satisfatoriamente a ordenacdo da agua na fase liquida — neste caso, com vantagem

para o modelo SPC, que produziu bons resultados até a 2* camada de solvatagao.

3 | | | : : | —— : :
] 4 T
1 9 a
00
25T af T
1 ]
2 1 OuiguaOigua : 2 F T
| — TIP3P !
— SPC ! 1+
1
- 1
= 1.5 1+ 1 . o o £
= | | 0 2 6 10
i E r (A)
, /_d-—'\
T i i ——
T ! ! Mark e Nikson, 2001.
1 i i
0.5 ! ! 41
I j 0275 nm 0.455 nm
o +—+——+——t+—++++—+—t+—+4+—+—+—F+—+—+—+F+—+——F—+—+———F—+———+—F—+——+
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
r (nm)

Figura 2.7 — Distribuicdo radial de pares entre os atomos de oxigénio das moléculas de agua. Os
resultados referem-se a simulagoes de 10 ns cada de uma caixa contendo apenas agua.
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2.1.8 Pacotes de Simulacao

Nas secOes acima realizou-se um resumo de tépicos fundamentais ao desenvolvimento
de simulacOes por dinamica molecular. Na pratica, este tipo de simulagdo é realizada através
de pacotes de softwares amplamente testados e aprimorados, alguns utilizados ha décadas,
sendo os principais exemplos: GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulations)
(Abraham et al., 2015), Amber (Case et al., 2014), CHARMM (Chemestry at Harvard
Molecular Mechaniscs) (Brooks et al., 2009) e NAMD (Scalable Molecular Dynamics)
(Phillips et al., 2005). Tais pacotes normalmente agregam programas para a construcdo das
caixas de simulacdo a partir da estrutura e topologia das moléculas a serem estudadas,
desenvolvimento da dinamica propriamente dita, e alguns tipos de analise das trajetorias
obtidas.

Na maioria dos casos, pacotes para simulacdo permitem a implementacdo de
simulacoes em diversos campos de forcas, sendo possivel inclusive trabalhar com campo de

forcas modificados e até mesmo de desenvolvimento préprio.

2.2 Estrutura e Topologia das Moléculas

O campo de forcas modela o ambiente fisico em que serd desenvolvida uma
simulagdo; portanto é necessario que as moléculas a serem simuladas estejam adaptadas a tal
ambiente, ou tecnicamente, a representacdo para a molécula deve estar parametrizada no
campo de forgas a ser utilizado.

A obtencao da estrutura de uma molécula (uma proteina, por exemplo) normalmente
decorre de procedimentos experimentais (como cristalografia, ressonancia magnética, etc.)
que fornecem a disposicao tridimensional dos atomos da molécula — sua estrutura. Entretanto,
para que essa representacao da molécula seja utilizada numa simulacdo, sdo necessarios todos
os parametros de interacdo dos atomos da propria molécula entre si e como estes interagem
com outros tipos de atomos (com a dgua, por exemplo), ou seja, o campo de forcas requer que
a molécula seja descrita em termos dos potenciais e constantes relacionados na Secdo 2.1.1.

Parametrizar uma molécula é um procedimento complexo e delicado, pois possiveis

erros repercutirdo nos resultados das simulagées (a prépria estrutura da molécula pode vir a
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ter de ser modificada de acordo com a filosofia do campo de forcas — é o que ocorre na

representacdo de atomos unidos, por exemplo). Os valores para as constantes devem ser

obtidos experimentalmente ou por calculos quanticos, mas podem também ser deduzidos a

partir de homologia, isto é, através da comparacdo de grupos funcionais da molécula de

interesse com grupos funcionais de outras moléculas ja parametrizadas no campo de forgas.

A parametrizacao das moléculas utilizadas nas simulagcOes deste estudo ndo esta

incluida no escopo do trabalho; as estruturas e topologias foram obtidas de trabalhos de outros

autores:

Os arquivos contendo a estrutura e a topologia da molécula de POPC utilizados foram
obtidos do website de Peter Tieleman, <http://wcm.ucalgary.ca/tieleman>, que
disponibiliza diversos tipos de fosfolipidios na representacao dos lipidios de Berger,
fornecendo também os arquivos contendo os parametros a serem incluidos no campo

de forcas para que este trabalhe com estes novos tipos de atomos;

A topologia utilizada para a molécula de colesterol segue a utilizada originalmente em

Hétje et al., (2001), e os arquivos utilizados foram gentilmente cedidos por Justin

Lemkul;

A topologia para a molécula de curcumina foi construida através da ferramenta online
Automated Topology Builder and Repository (ATB) (Malde et al., 2011; Koziara et al.,
2014) <http://atb.ug.edu.au>, voltada para a parametrizacdo de moléculas em campos

de forcas da familia GROMOS;

Utilizou-se o modelo SPC para a representacdao das moléculas de agua com os

parametros originais do campo de forcas GROMOS.
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2.3 Parametros de Simulacao

As simulacOes apresentadas neste estudo, salvo se explicitada alguma observacao

contraria, foram realizadas sob o seguinte conjunto de parametros:

Pacote de simulacao: GROMACS, versao 5.1.2 (Abraham et al., 2015);

Campo de forcas: GROMOS96 53A6 (van Gunsteren et al., 1996), otimizado com os
parametros de Berger para lipidios (Berger et al., 1997);

Algoritmo de integracao: Leap-frog (Hockney e Eastwood, 1974);

Passo de integracao: 2 fs, com a trajetoria das particulas sendo salva a cada 20 ps, e energias

a cada 5 ps;

Condicoes periodicas de contorno: Tridimensionais;

Tratamento das interacoes de curto alcance: Raio de corte de 1.2 nm;

Tratamento das interacoes eletrostaticas: PME (Particle-mesh Ewald) (Darden e Pedersen,
1993; Essmann et al., 1995);

Algoritmo para controle do comprimento das liga¢cées: LINCS (Linear Constraint Solver)

(Hess et al., 1997);

Controle de temperatura: Termostato de Nosé-Hoover (Nosé, 1984; Hoover, 1985);
Temperatura de referéncia: T = 310K, com uma constante de acoplamento de 2 ps, para
dois grupos independentes: solvente (agua) e demais moléculas (lipidios e curcumina), o que
garante maior precisdao nos resultados e evita que a velocidade de todas as particulas seja
reescalonada por um mesmo fator;

Controle de pressao: Parrinello-Rahman (Parrinello e Rahman, 1981; Nosé e Klein, 1983);
Pressao de referéncia: P.; = 1 bar = 0,987 atm, com uma constante de acoplamento de
0.8 ps, para dois grupos independentes: solvente (agua) e demais moléculas;

Acoplamento de pressao: Semi-isotropico, com os eixos x e y acoplados;

Minizacao da energia: Método dos gradientes conjugados;

Equilibracao: 1 ns, realizada com os mesmos parametros da dinamica (a equilibracao visava
apenas avaliar o processo de construcao da caixa de simulacdo, uma vez que o equilibrio do

sistema, e da bicamada, é acompanhado durante a dinamica).
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2.3.1 Construcao das caixas de simulacao

As caixas de simulacdo utilizadas neste trabalho, todas paralelepipédicas, foram
construidas a partir de programas inclusos no pacote de simulagdo, GROMACS, ou através da
ferramenta online Membrane Generator (MemGen) <http://memgen.uni-goettingen.de>
(Knight e Hub, 2015); a partir de arquivos de estrutura fornecidos pelo usuario, o MemGen
alinha as moléculas em relagado ao eixo z (a bicamada é construida no plano xy) e as dispoe na
quantidade e propor¢do desejadas, construindo a bicamada como duas faces antiparalelas, e
completando a caixa de simulacdo com a hidratacdo do sistema.

O alinhamento realizado pelo construtor visa permitir a disposi¢ao dos lipidios numa
bicamada compacta e consiste num artificio computacional ndo submetido a um campo de
forgas (ndo é uma simulagdo); por este motivo, o sistema deve ser submetido ao processo de
minizacdo de energia e uma extensa equilibragdo. O processo de equilibracdo das simulacées
deste estudo ndao compreende apenas o periodo indicado acima, 1 ns, pois a propria dinamica
consiste num processo de relaxacdo do sistema e estabilizacdo da bicamada por centenas de
nanosegundos, cuja evolucdao foi acompanhada atraves de diversas grandezas (isto sera
abordado no Capitulo 3). As andlises apresentadas a partir do préximo capitulo consideram
apenas os 100 ns finais de estabilidade de cada simulacdo. Um resumo de todas as simulagoes,

composicao dos sistemas e extensao de cada dinamica é apresentado no Apéndice.

2.3.2 Analise das trajetorias

As analises das trajetérias obtidas foram realizadas através de programas do pacote de
simulagdo; do programa GridMAT-MD (Allen et al., 2009), para o calculo da area por lipidio;
VMD (Humphrey et al., 1996), para visualizacdo de moléculas e trajetorias, e algumas
analises através de seu plugins; além de programas e scripts desenvolvidos para fins
especificos.

A descricao das principais analises realizadas é apresentada no préximo capitulo,
antecedendo sua aplicacdo a simulagdo utilizada para validacdo dos parametros empregados

(simulagdo de uma bicamada POPC pura).
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3. SIMULACAO DE BICAMADAS FOSFOLIPIDICAS

3.1 Introducao

A idealizacdo da técnica de simulagdes por dindmica molecular ocorreu no fim da
década de 1950, com Alder e Wainwrigth (1957) estudando a interacdo de esferas rigidas; as
particulas eram tratadas como bolas de bilhar numa caixa de simulacdo tridimensional,
recocheteando ao esbarrarem nas paredes da caixa. Em 1964, Rahman (1964) desenvolveu a
primeira simulacdo utilizando um potencial de interacdo realistico: as esferas passaram a
assumir as propriedades de dtomos de argonio (foram parametrizadas) e algumas propriedades
obtidas do sistema, simulado na fase liquida, reproduziam aproximadamente resultados
experimentais. A evolucdo dos modelos para a representacao das moléculas e dos potenciais
de interacdo, gradativamente possibilitou a simulagdo de sistemas mais complexos, como
agua na fase liquida (Stillinger e Rahman, 1974), uma proteina no vacuo (McCammon et al.,
1977), uma bicamada lipidica (van der Ploeg e Berendsen, 1982) — como o sistema era
simulado no vacuo, a estrutura era mantida por forcas harmonicas representando as interagées
entre as cabecas dos lipidios e a agua’.

No fim da década de 1990, alguns trabalhos de simulagdo ja abordavam a simulagdo
de lipidios em ambiente aquoso, com as moléculas de agua integrando o sistema (solvente
explicito), mas o foco ainda era a modelagem e parametrizacdo de acidos graxos e esterois
(Murzyn e Pasenkiewicz-Gierula, 1999; Hétje et al., 2001). Dada a complexidade dos
sistemas, as simulacOes foram gradativamente sendo aprimoradas para abordar fosfolipidios,
micelas, bicamadas puras, bicamadas com mais de um componente lipidico e a interacdao de
bicamadas com outras moléculas (Tieleman et al., 1997; Hirtz et al., 2014).

Apesar do avanco tecnologico de hardware e software nas ultimas duas décadas, a
simulacdo de membranas biologicas permanece fora de alcance com a capacidade
computacional disponivel — sdo sistemas excessivamente complexos, com muitos
componentes, e, muitas vezes, precisam ser grandes (para garantir que uma proteina nao
interaja com sua imagem, ou atingir as propor¢oes adequadas de moléculas do sistema a ser

simulado). A opc¢do entdo € recorrer a sistemas mais simples que mimetizem as caracteristicas

1 Tentativas de reproduzir o efeito da agua sobre o sistema simulado, sem, no entanto, incluir moléculas de 4gua
na simulagdo, sdo conhecidas como simula¢ées com solvente implicito.
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mais importantes das membranas, principalmente o carater anidnico das membranas de
procariontes e zwitterionico das membranas de células de eucariontes.

Embora sejam biologicamente inconsistentes, a simulacdao de bicamadas puras
(constituidas por apenas um tipo de fosfolipidio) ainda é muito comum: quando o interesse é
observar o efeito da presenca ou concentracao de determinada molécula no sistema, o ponto
de partida frequentemente é uma bicamada pura; estes sistemas servem também como corpo
de prova em testes de novos parametros ou inovagoes nos algoritmos.

E, no estudo de bicamadas puras, um grupo de fosfolipidios, as fosfatidilcolinas,
sobressaem-se tanto em frequéncia quanto em propor¢do; a fundamentacdo é bioldgica: as
fosfatidilcolinas sdo o tipo mais comum de fosfolipidio, tanto na parede celular de bactérias,
quanto nas membranas plasmaticas de organismos superiores, perfazendo 20~50% da

composicao lipidica das células (Nelson e Cox, 2004).
3.2 POPC

O tipo de fosfatidilcolina predominante em células de organismos eucariotos é a
1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC), um fosfolipidio zwitteriénico de caudas longas. A
estrutura de uma molécula de POPC pode ser visualizada na Figura 3.1.

Bicamadas formadas unicamente por moléculas de POPC sdo um dos sistemas
lipidicos mais estudados por simula¢des por dindmica molecular e por este motivo, aliado a
relativa maior disponibilidade de dados experimentais, simulagoes de bicamadas puras POPC

servem frequentemente de referéncia para a validacdao de conjuntos de simulacdes.

. o~ O/\{\Q/L\O/\/ \—
Ci6 Ci2 5 .
: 3 POPC

Figura 3.1 — Representacdo de uma molécula de POPC (C4HgNOgP). A carga positiva do
grupo colina compensa a carga negativa do fosfato, tornando a molécula zwitteriénica. O
fosfolipidio apresenta uma cauda saturada (Ci, ou sn-1) com 16 atomos de carbono, e uma
cauda insaturada (C, ou sn-2), com 18 4tomos de carbono.
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3.3 Simulacdao de uma Bicamada POPC Pura

Com a finalidade de validar os parametros e modelagem utilizados nas simulacoes
deste trabalho, a seguir faz-se um estudo de uma bicamada pura constituida de 130 moléculas
de POPC e 4550 moléculas de agua (35 moléculas por lipidio). Os valores de algumas
grandezas de interesse sdo confrontados com dados experimentais disponiveis na literatura, e
também referéncias de outros trabalhos de simulacao.

Os parametros de simulacdo utilizados sao os apresentados na Sec¢do 2.3 e a bicamada
possui faces simétricas (cada monocamada é formada pela mesma quantidade de
componentes); nesta, assim como para todas as demais simulacOes deste trabalho, ndo é
verificada a troca de lipidios entre as faces da bicamada, o chamado flip-flop, e, portanto, cada
monocamada permanece com a mesma quantidade e composicao durante toda a simulagao.
Embora ocorra naturalmente, o flip-flop de um lipidio é um processo energeticamente muito
desfavoravel, pois envolve a passagem de grupos polares através da regido apolar definida
pelas caudas de ambas as faces da bicamada; a menos que o processo seja favorecido por
algum mecanismo ou perturbacdo promovida, por exemplo, por proteinas ao se inserirem na
membrana, arrastando junto moléculas de lipidio. Biologicamente, verifica-se flip-flop de
fosfolipidios em escalas de tempo de horas (Nelson e Cox, 2014) — tempos muito superiores

aos obtidos em simulacoes por dinamica molecular.

3.3.1 Estabilidade do sistema

A técnica de simulacdo por dinamica molecular possibilita o estudo da evolugdo
temporal de um sistema; sua dinamica e estabilidade. No caso de simulacdes de bicamadas
simples, formadas apenas por lipidios, sem proteinas ou outras moléculas que alterem a
estrutura da bicamada, o foco é avaliar as propriedades da bicamada em condicdo estavel; a
estabilidade do sistema garante que as propriedades observadas sejam de fato caracteristicas
deste, e ndo devido a algum evento em particular verificavel apenas sob certa condi¢cao ou
intervalo de tempo. As propriedades calculadas devem portanto ser médias sobre periodos de

verificada estabilidade do sistema.
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Embora seja um dos sistemas miméticos de membrana mais simples possiveis, um
sistema de fosfolipidios (POPC) e dgua ndo necessariamente apresenta um comportamento
elementar — o periodo de observacdo do sistema é uma varidavel fundamental. Atualmente,
periodos de analise de dezenas de nanosegundos de estabilidade sdo um padrdo aceitavel para
estudos de bicamadas (40 ns: Zidar et al., 2009; 60 ns: Capponi et al., 2016; 80 ns: Porasso e
Lopes Cascales, 2012; Ferreira et al., 2013; 100 ns: Wennberg et al., 2012); obviamente,
quanto mais complexo o sistema, maior sera o periodo de simulacdo necessario para a
observacdao de um comportamento estavel.

O primeiro critério de avaliacdo da estabilidade do sistema simulado sdo suas variaveis
termodinamicas: a energia potencial da caixa de simulagdo e do sistema de interesse apresenta
comportamento estavel? A temperatura e a pressao, e consequentemente, também o volume,
as dimensoes da caixa de simulacdo e a densidade, estao oscilando em torno do valor
desejado? As figuras a seguir trazem os graficos de tais grandezas ao longo dos 100 ns finais
da simulagdo — esta simulagdo em especifico foi desenvolvida por 350 ns, dos quais somente
os 100 ns finais sdo considerados nas analises, salvo se explicitado o contrario. O tamanho do
periodo de analise dos sistemas, os 100 ns finais, leva em consideracdio nao apenas a
estabilidade da simulacdao em questdo, mas também a de outras simulagdes do estudo; é
portanto uma questao de padronizacdo para as analises do conjunto de simulagdes do trabalho.

Em cada grafico, a linha tracejada indica o valor médio da grandeza ao longo do
periodo considerado. O valor médio e o respectivo desvio padrdo também sdo indicados no

corpo dos graficos.

1,000 1 | — Pressao
I — <.P>=(1+/- 168) bar

500 +

Pressao (bar)
o

=500+

-1,000

—— 4+ttt
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t(ns)

Figura 3.2 — Evolucdo temporal da pressdo da caixa de simulagdo ao longo dos 100 ns finais da
simulagdo. Os valores oscilam em torno da temperatura de referéncia, T.s = 1 bar = 0,987 atm.
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Figura 3.3 — Gréfico da evolucdo temporal da temperatura da caixa de simulacdo ao longo dos 100 ns
finais da simulacdo. Os valores oscilam em torno da temperatura de referéncia, Tt = 310K.

Os graficos da pressdo (Figura 3.2) e temperatura (Figura 3.3) da caixa de simulacdo
mostram que os valores destas grandezas oscilam em torno dos valores impostos como
referéncia, Tt = 310K e P, = 1 bar = 0,987 atm, respectivamente?, assegurando que 0s
controles de temperatura e pressao estao atuando devidamente e que os valores aferidos para

as propriedades da bicamada o serdo na temperatura e pressao desejadas.

-328,000 —— Energia Potencial
—————— <Epot> = (-334.4 +/- 0.5).10% k}/mol
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-342,000 +—+—+—+—+—4+—+—+—+—+—F—+—+—+—+—4—+—+—+—+—F+—+—+—+t+++f—————F+—F———f————————
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t(ns)

Figura 3.4 — Evolucdo da energia potencial da caixa de simulacdo ao longo de seus 100 ns finais.

2 Deseja-se estudar a bicamada na fase liquido-cristalina, fase em que é biologicamente ativa. A temperatura
escolhida para o estudo dos sistemas, 310K, estd bem acima da temperatura de transicdo de fase gel/liquido-
cristalina (transicdo l.-lg), 268K (Pozo-Navas et al., 2004), garantindo que, mesmo com as oscilacdes na
temperatura, o sistema sempre estara na fase de interesse.
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O grafico da energia potencial da caixa de simulacdo (Figura 3.4) indica um
comportamento estavel em torno de um valor médio (linha tracejada vermelha). O célculo de
seu coeficiente angular (ndo mostrado na figura) resulta no valor de (-6 + 3).10" kJ/mol.ns,
desvio (drift) que indica que o sistema esta bem equilibrado.

Apesar da verificacao da estabilidade do sistema, os valores apresentados para a
energia potencial compreendem todos os componentes da caixa de simulacdo, ou seja, POPC
e dgua, sendo este dltimo predominante — sdo 35 moléculas de dgua para cada fosfolipidio.
Mas o sistema de interesse é na realidade a bicamada e, pode-se questionar, uma relativa
instabilidade desta pode estar sendo estatisticamente ocultada. Neste caso, para garantir a
estabilidade da bicamada faz-se necessario verificar a interacdo energética somente das
moléculas de fosfolipidio.

Os graficos a seguir mostram as energias de interacdo na bicamada: a interagcao das
moléculas de POPC entre si (Figura 3.5), e a interacao destas com as moléculas de agua
(Figura 3.6). Ambos indicam comportamento estavel, tanto para as interacdes coulombianas,
quanto para as do tipo van der Waals, revelando uma estabilidade dinamica na interacao entre
os componentes lipidicos (a bicamada estd formada e energeticamente estabilizada), e destes
com a fase aquosa (ha relativa estabilidade energética na interacdo entre os fosfolipidios e as

moléculas de dgua), indicativo de que bicamada esta estavel e adequadamente hidratada.
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Figura 3.5 — Energia de interacdo (termos de Coulomb e van der Waals) entre os fosfolipidios da
bicamada. Os valores estdo normalizados pelo nimero de pares de interagdo, isto é, N. (N;-1) /2, onde N,
é o nimero de moléculas de lipidio na bicamada. A linha tracejada (em vermelho) indica o valor médio de
cada curva no periodo analisado, valor que também é apresentado no grafico.
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Figura 3.6 — Energia de interagdo (Coulomb e van der Waals) entre os fosfolipidios e as moléculas de
agua da caixa de simulagdo, normalizadas pelo total de pares de interacdo, ou seja, Np = (130 x4550) /2.

3.4 Analise da Bicamada

Verificada a estabilidade da simulagdo, passa-se a andlise de grandezas de interesse
que caracterizem a bicamada para a temperatura e pressao de referéncia; quando disponiveis,
a comparacao dos valores obtidos com dados da literatura servira a validagao da simulagdo, e
portanto dos parametros nela utilizados.

As propriedades analisadas sdo dinamicas e, consequentemente, também servirao

como verificacdo da estabilidade (ou nao) da bicamada no periodo considerado.

3.4.1 Area por lipidio

Uma grandeza fundamental no estudo de bicamadas é a sua area por lipidio que, como
0 nome sugere, quantifica a drea média ocupada por cada molécula de fosfolipidio no plano
da bicamada. Neste caso, deve-se levar em consideracdo a constituicao da bicamada em duas
faces e como os lipidios estdao distribuidos entre elas. Como a bicamada em analise é
simétrica, as duas faces contém a mesma quantidade de lipidios, ou seja, cada monocamada é

constituida por 65 moléculas de fosfolipidio.



49

Existem diversas formulas para se aferir a area por lipidio de uma bicamada em
simulacGes computacionais, sendo a mais intuitiva a simples divisdo da area do plano em que
a bicamada estd formada pelo niimero de lipidios em cada face (Zhao et al., 2007). A Figura
3.7 mostra como as dimensdes da caixa de simulacdo flutuam em torno de um valor de
equilibrio sob o controle de pressdo semi-isotrépico (as dimensdes x e y sdo acopladas e
deformam-se igualmente, produzindo curvas idénticas — curva preta; a dimensdo z é
independente das demais e seu valor é apresentado na curva verde). As dimensoes da caixa de
simulacdo sdo outra variavel de estado importante na avaliacdo da estabilidade da dinamica;
caso alguma dimensdo ndo estivesse estavel, poderia ser um indicativo de mudanga na

estrutura da bicamada, o que ndo se verifica na simulacdo em analise.

8.5 -ttt
— XY <x> =<y>=(6.39 +/- 0.05) nm
z <z>= (7.4 +/-0.1) nm

7.5,

Dimensoes da caixa de simulagdo (nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t(ns)

Figura 3.7 — Flutuacdo das dimensdes da caixa de simulacdo que, sob o controle de pressdo, sdo
deformadas para garantir que a pressdo do sistema oscile em torno do valor de referéncia. As linhas
tracejadas em vermelho indicam o valor médio das curvas no periodo (valor que também é apresentado na
legenda do grafico).

Embora pratico, a divisdo da area do plano da bicamada por metade do numero de
lipidios da caixa de simulagcdo pode produzir erros por tratar de forma equivalente todos os
lipidios. A Figura 3.8 mostra a projecao da posicdo dos atomos de fésforo de cada fosfolipidio
em determinado instante da simulacdo. Pela posicao destes, fica evidente que os fosfolipidios
estao distribuidos essencialmente em duas regioes no eixo z, estabelecendo as duas faces da
bicamada, mas esta distribuicdo esta longe de ser planar — os fosfolipidios podem ocupar
posicOes mais internas ou externas ao plano médio. Ao dividir a area do plano xy da caixa de
simulacdo pelo nimero de lipidios da face, é atribuida a mesma participacdo no plano a cada

fosfolipidio — o que ndo é rigorosamente correto. Algumas moléculas, por estarem mais
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internas ao “plano” da bicamada (mais “enterradas” na estrutura), ocupardao uma area menor
na interface, enquanto que as mais proeminentes participardo com uma area maior.

Outra forma de calcular a area por lipidio de uma bicamada consiste na decomposicao
dos “planos” estabelecidos pelos lipidios em diagramas de Voronoi (Shinoda e Okazaki,
1998). Neste caso, a posicao de cada atomo de fosfolipidio considerado constitui uma
semente e o plano serd descomposto num nimero de células equivalente ao ntimero de
lipidios constituintes da face; um ponto i do plano pertencera a célula definida pelo atomo de
fésforo P; se, e somente se, a distancia de i a P; for menor do que sua distancia a todas as

demais sementes do plano. Tal método produz diagramas como o apresentado na Figura 3.9.
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Figura 3.8 — Projecdo da posicdo dos atomos de fosforo das moléculas de POPC no plano xz num
instante qualquer da simulacdo. Os 65 fosfolipidios de cada monocamada definem um “plano” (ilustrado
pela posicdo de um dos atomos da cabeca do fosfolipidio), mas ha diferencas individuais na disposicao
dos lipidios em relagdo ao eixo z, e consequentemente, a area ocupada por cada molécula na interface
depende da posicdo do fosfolipidio em relagdo ao plano médio.

Figura 3.9 — Decomposicdo de um plano em
diagramas de Voronoi. Cada ponto do plano é
atribuido a semente (em preto) que estiver mais
préxima; o que resulta na segmentacdo do plano em
tantos poligonos quanto forem as sementes.

Atencdo, o plano da bicamada ocorre no plano xy e
sua decomposicdo ocorre de maneira semelhante a
mostrada na figura ao lado; entretanto, para mostrar
que a distribuicdo dos lipidios no eixo perpendicular
ao plano da bicamada (eixo z) ndo é regular, na Figura
3.8 é mostrada a projecdo dos atomos de foésforo no
plano xz — nao é plano da bicamada, portanto.

Imagem extraida de:
en.wikipedia.org/wiki/Voronoi_diagram.
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Aplicando o método a bicamada, um fosfolipidio que estiver acima do plano médio
(que estiver mais sobressaltado em relacdo a estrutura) participara com uma area maior no
plano da bicamada, pois seu grupo fosfato, ou até mesmo o glicerol, apresentardo uma sec¢ao
transversal (um poligono) de maior area — interpretando fisicamente, como o lipidio
sobressaltado é mais volumoso naquela regido, para evitar impedimentos estéricos, as demais
moléculas estardo mais afastadas da molécula considerada e, consequentemente, a area
ocupada por esta no plano médio serd maior. Analogamente, um fosfolipidio que estiver mais
“enterrado” na bicamada tera uma menor participacdo no plano médio desta (definira um
poligono de menor area, pois sua secdo transversal sera menor) e, por apresentar-se menos
volumoso naquela regido, possibilita a aproximagao de outros fosfolipidios e terd uma menor
participacdo no plano da bicamada.

Assim, no calculo da area por lipidio através de diagramas de Voronoi cada molécula
de fosfolipidio é tratada individualmente e ndo incorre-se no erro de considerar que cada

molécula ocupa a mesma drea no plano, nao em cada instante.
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Figura 3.10 — Oscilagdo da 4rea por lipidio, calculada através de diagramas de Voronoi, ao longo dos 100
ns finais da simulagdo. Como as monocamadas da estrutura possuem a mesma quantidade de lipidios, e o
acoplamento de pressdo é semi-isotropico, a area por lipidio obtida é igual para ambas as faces e estas
podem ser tratadas sem distin¢do, por isso o grafico apresenta uma tnica curva.

A implementacdo do calculo da éarea por lipidio através de diagramas de Voronoi foi
feita através do software GridMAT-MD (Allen et al., 2009) e a variacdo da area por lipidio ao
longo do periodo de simulagdo em anélise é apresentada no grafico da Figura 3.10. Observa-
se um comportamento relativamente estavel (ainda que com um sobressalto entre 30 e 40 ns),

com os valores oscilando em torno do valor médio (0,66 + 0,01) nm2. O drift calculado para
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os pontos do grafico (ndo mostrado neste) é de (1.4 + 1.2).10° nm%ns, outro indicativo de
estabilidade.

A comparacdo do valor obtido, (0,66 + 0,01) nm?, com outros relatados em trabalhos
de simulacdo por dinamica molecular a 310K: (0,659 + 0,009) nm? (Zhao et al., 2007),
utilizando GROMOS96 modificado com parametros de Berger, (0,645 + 0,02) nm? (Canto et
al., 2011), utilizando GROMOS87; ou a 300K: (0,646 + 0,01) nm? (Capponi et al., 2016),
utilizando CHARMMS36, revela boa concordancia entre este estudo e a literatura; o que
também se verifica se observadas medicOes experimentais para a area por lipidio de filmes
(monocamadas) de POPC sob pressao, 0,63~0,66 nm? (Smaby et al., 1997; Hyslop et al.,
1990) e espalhamento de raios-X a 303K, (0,643 + 0,013) nm? (Kucerka et al., 2011).

3.4.2 Analise da estrutura da bicamada

Analises da estrutura de bicamadas sdo realizadas através de graficos de perfis de
densidade (de massa ou eletronica) no eixo perpendicular ao plano da membrana. Este tipo de
grafico consiste no resultado da varredura, ao longo de determinado eixo, para o grupo de
atomos ou moléculas desejado, durante o periodo considerado; os valores obtidos sao médias
sobre o nimero de atomos ou moléculas e também médias sobre a quantidade de estruturas
(frames) analisadas. Como os frames de uma dindmica possuem correlagdo entre si, um frame
é a evolucdo do anterior para determinado At, perfis de densidade sdo também médias
temporais e servem ao propésito de revelar a estrutura formada, e a estabilidade desta, ao
longo do eixo considerado.

Bicamadas sdo estruturas ordenadas que promovem inclusive separacdo de fase no
sistema (ver Figura 3.11). Por serem aproximadamente planares, a andlise do perfil de
densidade no eixo perpendicular ao plano ocupado pela bicamada é uma analise quantitativa
da estrutura formada: ao longo do eixo, aonde o atomo ou molécula estiver presente, esta sera
quantificada; por outro lado, uma densidade nula indica a auséncia daquele tipo de atomo ou
molécula na regidao. Um perfil médio sobre diversos frames indicara a permanéncia ou ndo da
estrutura formada — é uma andlise quantitativa da estabilidade.

Como o numero de particulas numa caixa de simulacdo é sempre conservado, a soma
dos valores para determinado atomo ou molécula deve ser o mesmo em cada frame e quanto

maior for o pico observado, maior sera o ordenamento do grupo considerado. A Figura 3.12
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mostra o perfil de densidade de massa, no eixo perpendicular ao plano da bicamada (eixo z),

para a bicamada POPC pura; fica evidenciada a estruturacio da bicamada (a andlise

quantitativa da estrutura observada na Figura 3.11 — que apresenta apenas um frame) e a

separacao de fases promovida pela bicamada: nos extremos da caixa de simulacdo, o sistema é

composto unicamente por moléculas de agua; no centro, apenas por fosfolipidios (regido das

caudas apolares), e numa regido intermedidria coexistem moléculas agua e fosfolipidio

(regido hidratada da bicamada, definida pelas cabecas polares).

Densidade (kg/m3)

Figura 3.11 — Visualizacdo ortogonal da
configuracao do sistema em determinado
instante da simulacdo: agua (vermelho e
branco) e fosfolipidios (ciano), com
destaque para os atomos de fésforo
destes (esferas em laranja).

Densidade por grupo:
— Todos 0s componentes
— Agua
—— POPC
= Grupos fosfatopopc

-1

-0.5 Q 0.5

1 1.5 2 2.5 3 35

Distancia ao centro da bicamada (nm)

Figura 3.12 — Perfil de densidade dos componentes da caixa de simulagdo: agua e fosfolipidios (também
é destacada a distribuicdo dos grupos fosfato das moléculas de fosfolipidio) ao longo do eixo
perpendicular ao plano definido pela bicamada (eixo z). As curvas mostradas sdao médias para os 100 ns
finais da simulacdo e comprovam a estabilidade da estrutura no periodo (ndo ha perturbagdo aparente da
bicamada, nem translacao significativa dos componentes — o que “deformaria” as curvas).

Perfis de densidade ao longo dos eixos paralelos ao plano da bicamada (eixos x e y) ndo possuem
significado préatico, pois ndo revelam nenhuma estruturagao do sistema.
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Graficos de perfis de densidade aplicados ao estudo de bicamadas normalmente
possuem o eixo centralizado no centro da bicamada, facilitando a comparacao entre os trechos
referentes a cada face desta. Para uma bicamada simples (sem proteinas ou outras moléculas
que a perturbem), e de mesma quantidade de lipidios em cada monocamada, o centro da
estrutura normalmente correspondera ao centro da curva das moléculas de POPC (o minimo
que ocorre entre os dois picos da curva rosa no grafico anterior), que corresponde a regiao de
acoplamento entre as duas monocamadas (ver Secdao 3.4.5). Entretanto, este critério de
definicao do centro da bicamada ndo é adequado, pois nao pode ser aplicado a sistemas em
qualquer condicao — a regido de acoplamento entre as faces da bicamada é sensivel a
composicdo desta e a presenca de outras moléculas, como peptideos, proteinas e flavonoides).

Um critério alternativo, que é adotado neste trabalho, é definir o centro da bicamada
na metade da distancia entre os picos do perfil de densidade dos atomos de fosforo/grupos
fosfato. Obviamente as cabecas dos fosfolipidios também podem ser perturbadas pela
presenca de outras moléculas no sistema, mas isto ocorre essencialmente no plano da
bicamada e ndo traz modificacdes no eixo perpendicular ao plano; a excecdo é quando uma

molécula perturba a bicamada a tal ponto que “arrasta” lipidios para o interior da membrana.

3.4.3 Espessura da bicamada

Outra grandeza importante no estudo de bicamadas é sua espessura. Intuitivamente, a
espessura de uma bicamada consiste na distancia, ao longo do eixo normal ao plano da
bicamada, entre certa regido de uma face e a regido correspondente na outra face. Novamente,
sao os atomos de fosforo/grupos fosfato da cabeca dos fosfolipidios sdo escolhidos como
representativos (Zhao et al., 2009). E importante salientar que a espessura da bicamada ndo
corresponde a espessura da fase hidrofébica (a regido das caudas onde estatisticamente nao se
verifica a presenca de moléculas de agua); na espessura da bicamada estdo compreendidas a
fase hidrofébica e um trecho de regido hidratada em cada face, como pode ser observado na
Figura 3.12. Para calcular especificamente a espessura da regido hidrofébica, o mais correto é
considerar a distancia entre as carbonilas das moléculas de fosfolipidio de uma face e as da
outra face (ver Secdo 4.3.5).

A Figura 3.13 traz o perfil de densidade dos atomos de fosforo, e também dos grupos

fosfato, das moléculas de fosfolipidio para a bicamada em andlise. Observe a correspondéncia
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entre os picos das duas curvas: os maximos para os dois grupos sempre ocorrem
aproximadamente nos mesmos valores (afinal, os atomos de fésforo coincidem
aproximadamente com o centro de massa do grupo fosfato) e é por este motivo que
normalmente a espessura de uma bicamada é considerada como a distancia, ao longo do eixo
normal ao plano da bicamada, entre os atomos de fésforo dos lipidios de uma face e os da

outra face, também conhecida por distancia P—P.

Espessura da bicamada = 3.765 nm

Densidade (kg/m?3)

Densidade por grupo:
—— Fosforopoec
—— Fosfatopoec

-0.5 0 0.5 1
Distancia ao centro da bicamada (nm)

Figura 3.13 — Perfil de densidade para os atomos de fosforo e grupos fosfato das moléculas de POPC. A
distancia entre os picos fornece a espessura da bicamada. As curvas de ambas as faces possuem a mesma
area (pois as faces possuem quantidades iguais de lipidios), mas observa-se que a altura do pico da face
superior (dir.) é ligeiramente menor, uma vez que os atomos de f6sforo desta apresentam uma distribuicdo
relativamente mais ampla. Isto ndo afeta a forma de calculo da espessura da bicamada, que ainda sera a
distancia entre os maximos das duas curvas, e também nao implica que a distribuicdo da face como um
todo é assimétrica, como sera visto na Figura 3.16.

A espessura de uma bicamada pode ser aferida a partir de graficos como o mostrado na
figura acima, que para a bicamada em analise fornece uma espessura de 3,765 nm. Entretanto,
ao tratar apenas a curva média resultante de todos os frames analisados, a informacdo sobre a
oscilacdo da espessura ao longo da simulacdo é perdida e também fica complicado estimar o
erro no valor obtido para a grandeza. Uma alternativa é calcular a espessura em cada frame da
simulacdo, ou seja, calcular a distancia P—P instantanea repetidas vezes ao longo do periodo
de analise. O resultado é mostrado na Figura 3.14, que revela a flutuacdo da espessura da
bicamada no periodo analisado. Novamente observa-se um comportamento estavel — a
espessura nao sofre grandes oscilagdes ao longo da simulacdo — indicativo de uma estrutura

estavel, com valores oscilando em torno de um valor médio de (3,88 + 0,14) nm.



56

4.8 +—+—+—+—+—f—+—+—+—+—t—+—+—+—+—f—+—+—++f——

T | — Espessura da bicamada

T (3.88 +/- 0.14) nm
4.2 7

W bl [ TN ‘J | 1 AT

Espessura da bicamada (nm)
Fsy
A b+ T

3+
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t(ns)

Figura 3.14 — Flutuacdo da espessura da bicamada, calculada a partir de perfis de densidade como o da
Figura 3.13. A linha tracejada em vermelho indica o valor médio obtido, que também é apresentado no
grafico.

A comparacado do valor obtido para a espessura da bicamada revela plena concordancia
com valores relatados em trabalhos de simulacdo por dindmica molecular a 310K:
(3,8 £ 0,1) nm (Pasenkiewicz-Gierula et al., 2000) e (3,82 + 0,13) nm (Canto et al., 2011),
utilizando GROMOS87, e a 300K, (3,89 + 0,31) nm (Capponi et al., 2016), utilizando
CHARMM36; o valor também é compativel com medicdes experimentais: 3,5~4,1 nm (Rand

e Parsegian, 1989) e (3,91 + 0,078) nm (Kucerka et al., 2011).

3.4.4 Parametros de ordem

Area por lipidio e espessura sdo propriedades médias da bicamada que trazem
informag0es sobre sua estrutura, embora nao revelem detalhes sobre a organizacdo do sistema
a nivel atdbmico. Mas a robustez da dindamica molecular reside justamente na possibilidade de
avaliar propriedades médias e de possibilitar a qualquer instante a analise da organizacao
atobmica do sistema estudado. As analises tratadas a seguir exploram esta segunda
caracteristica da técnica.

Um conjunto de informagOes importantes em simulacoes de bicamadas é a
organizacdo das cadeias de carbono — as caudas dos fosfolipidios. A orientagcdo dos atomos de
carbono das caudas pode ser estudada ao longo da simulacdo através dos chamados

parametros de ordem deuterados (Scp), obtidos para cada grupo CH, a partir da equagao
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onde 0 é o angulo entre o vetor C-H e o eixo normal ao plano da bicamada (eixo z ); os
colchetes da expressdo indicam que o valor calculado é uma média sobre as configuracdes e
também uma média temporal (Yang et al., 2016).

A Figura 3.15 apresenta os valores dos parametros de ordem deuterados para os
atomos de carbono das caudas saturadas da bicamada em andlise; quanto maior o valor de

—Scp , maior é a ordenagdo da cauda e mais proxima a ligacdo entre os atomos de carbono

C,, e C,,, da cadeia esta da perpendicular ao plano da bicamada. Rigorosamente, os
parametros de ordem deuterados sao valores discretos calculados para cada atomo de carbono
das caudas (exceto o primeiro e o dltimo carbonos, que nao sao grupos CH,); a apresentacao
na forma de pontos unidos por uma curva, como no grafico abaixo, é um critério estético

utilizado para passar a ideia da ligagdo entre os atomos de carbono de uma mesma cauda.
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Figura 3.15 — Parametros de ordem obtidos a partir da Equacdo 3.1. O parametro ndo esta definido para o
primeiro e o ultimo atomo de carbono da cadeia, por isso, seguindo a nomenclatura da Figura 3.1, o
primeiro valor das curvas refere-se ao segundo atomo de carbono da cadeia saturada (C: ou sn-1), ou seja,
ao atomo Ci,; o segundo valor, ao atomo C;3 e assim por diante. No grafico sdo apresentados os
parametros obtidos para a bicamada em andlise (preto), e os de duas referéncias (vermelho e verde).

A andlise da figura acima revela boa concordancia entre os parametros calculados para
a bicamada POPC em analise (pontos em preto) e os valores apresentados em dois trabalhos
de referéncia; um de simulacdo por dindmica molecular (vermelho) e outro experimental, de

ressonancia magnética nuclear ((H-NMR, em verde).
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3.4.5 Acoplamento entre as faces da bicamada

Uma questdo interessante no estudo membranas é qual a relevancia da interacao,
essencialmente do tipo van der Waals, estabelecida entre as duas faces que constituem uma
membrana (Schmidt, C. F. et al., 1978; Diizgiines et al., 1988). Com a hipdtese da
complementariedade entre os lipidios de face opostas (fosfolipidios de caudas longas de uma
face tenderiam a emparelhar com lipidios de caudas menores da outra face, e vice-versa) e sua
possivel influéncia nos chamados lipid rafts, possivelmente devido ao ordenamento
promovido por moléculas de colesterol, esfingomielina e proteinas (Simons e Gerl, 2010;
Zhang et al., 2005a; Zhang et al., 2005b; Collins e Keller, 2008), informacoes sobre a
interacdo entre as faces de uma bicamada e como esta é modificada pela presenca de outras
moléculas constituem uma frente atual de estudos (Capponi et al., 2016).

Ainda ndo existem abordagens especificas para tratar o acoplamento entre as faces de
uma bicamada (Putzel et al., 2011), mas formas indiretas podem trazer informacdes sobre
como se da tal interacdo. Se o alvo é a interacao entre as duas faces de uma bicamada, uma
abordagem possivel é verificar o efeito de tal interacdo na regido dos fosfolipidios
provavelmente mais afetada pela acdo das moléculas da face oposta: os extremos das caudas
dos fosfolipidios — os chamados CHj3 terminais (que na representacao de atomos unidos é uma
unica particula, um pseudo-atomo que reproduz as caracteristicas do grupo).

A analise da distribuicdo dos atomos destes grupos através de perfis de densidade ao
longo do eixo perpendicular ao plano da bicamada traz informagoes sobre como ocorre a
interacdo — a interdigitacdo — entre os fosfolipidios das duas monocamadas. As imagens a
seguir mostram perfis de densidade dos grupos CH; terminais visando a avaliacdao da
interacdo entre as faces da bicamada em analise e a influéncia da diferenca entre as caudas
saturadas e insaturadas nesta interdigitacdo/acoplamento. Os graficos possuem carater duplo:
introdutorio, pois trazem uma primeira visdo sobre o tema, e serdo reapresentados mais a
frente no estudo do efeito do colesterol sobre a bicamada; e de validacdo, pois visam
reproduzir os resultados apresentados em Capponi et al. (2016), num trabalho onde, além de
outros tipos de bicamadas puras, é tratada uma bicamada POPC simulada sob outro campo de
forcas e num pacote de softwares diferente do utilizado neste estudo (a saber, software NAMD

e campo de forcas CHARMM36, com modelo TIP3P para as moléculas de agua).
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Figura 3.16 — Perfil de densidade dos grupos CHj; terminais de ambas as caudas do fosfolipidio; o
grafico mostra a distribuicdo de tais grupos em relacdo ao centro da bicamada. Sdo apresentadas as
distribuicoes dos CHj; terminais somente dos fosfolipidios da face superior da bicamada (roxo), somente
da face inferior (lilas), e a soma destas duas distribuicoes (preto). A regido de intersecdo entre as curvas
constitui medida do grau de acoplamento entre as monocamadas. Para comparagao, o destaque no grafico
apresenta os resultados de um trabalho de referéncia. As setas indicam a posicdo do pico das carbonilas
das moléculas de POPC que, como serd abordado no préximo capitulo, sdo um indicativo da posicdo
limitrofe da regido hidratada da bicamada.

A Imagem 3.16 mostra os perfis de densidade dos grupos CHj3 terminais (ambos os
tipos de caudas) segundo a face que seus lipidios constituem. Fica evidenciado que ha uma
regido de interdigitacdo entre as duas faces da bicamada, onde coexistem atomos de ambas as
monocamadas (regido hachurada). Os valores sdao médias sobre os 100 ns finais da simulagao
e revelam que parte significativa dos grupos CH; terminais ficam distribuidos na regido onde
se verifica a interacdo entre as faces (uma regido de aproximadamente 1,4 nm), mas possuem
ampla liberdade de distribui¢do, com probabilidade ndo nula numa regido de cerca de 3,0 nm
(a bicamada possui 3,88 nm de espessura). Outra informacdo evidenciada pelo grafico é a
simetria estrutural das duas monocamadas — a intersecao entre a distribuicio dos CHj;
terminais das duas faces ocorre aproximadamente no centro da bicamada (existe um
deslocamento minimo, também observado por Capponi et. al. (2016), mas ha de se considerar

que o erro da medida ndo é apresentado).
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Figura 3.17 — Perfil de densidade dos grupos CH; terminais de ambas as faces da bicamada, em relagdo
ao centro da estrutura, no eixo perpendicular ao plano da bicamada. Os grupos estdo individualizados em
relacdo ao tipo de cauda que constituem: CH; terminais de caudas saturadas (laranja), de caudas
insaturadas (verde), e a soma das duas distribuicdes (preto). Em destaque, sdo apresentados os resultados
de um trabalho de referéncia para comparagao.

A Figura 3.17 mostra os perfis de densidade dos grupos CHj; terminais de ambas as
faces, agora diferenciados em relacdo ao tipo de cauda a que pertencem, e sugere que as
caudas apresentam distribuicdes ligeiramente diferentes, com uma distribuicdo mais ampla
para os atomos das caudas insaturadas (como ambas as caudas possuem exatamente a mesma
quantidade de grupos CH; terminais, a altura dos picos deveria ser a mesma, que nao é o
observado).

A fim de garantir que esta diferenca se deve de fato ao tipo de cauda e que ndo seja
influéncia dos fosfolipidios de ambas as faces terem sido considerados sem distincdo no
calculo (ou ao fato de ndao haver uma barra de erros associada a medida), a Figura 3.18
apresenta a distribuicdo dos grupos CH3 terminais, segundo o tipo de cauda a que pertencem,
em uma face especifica (a monocamada superior). Neste, fica evidente que had uma diferenca
na distribuicdo em relacdo ao tipo de cauda: os grupos do extremo das cadeias insaturadas
apresentam probabilidade mais significativa de povoarem regides mais internas a propria
monocamada, afastando-se do centro da bicamada (o pico da curva verde estd deslocado para
direita, na direcdao das cabecas polares da respectiva monocamada).

Obviamente este fendmeno pode ter relacdo com o menor ordenamento das caudas
insaturadas, mas no caso das moléculas de POPC, as caudas insaturadas sdao maiores do que as

saturadas — uma cauda de comprimento maior, com uma distribuicao dos atomos de sua ponta
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conformacdo de “gancho” (isto sera explorado no préximo capitulo). As caudas saturadas,

entretanto, sao mais ordenadas e, apesar de ndo possuirem a restricao de uma dupla ligacao,

apresentam uma distribuicao mais restrita, na direcao do centro da bicamada.
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Figura 3.18 — Perfil de densidade dos grupos CHj terminais de uma mesma face, discriminados em
relacdo ao tipo de cauda que constituem: caudas saturadas (laranja) e insaturadas (verde); a soma das duas

curvas também é apresentada (roxo). No destaque do grafico, sdo apresentados os resultados obtidos num
trabalho de referéncia.

Os trés graficos desta secdo sdo comparaveis aos obtidos por White e colaboradores

(Capponi et al., 2016), revelando os mesmos padroes (os valores de densidade ndo sao

equivalentes porque o nimero de lipidios deste trabalho, 65 por face, difere do ntimero usado

na referéncia, 36 por face). Esta comparacdo positiva possuiu grande significado pois os

trabalhos diferem na quantidade de moléculas de fosfolipidios, de moléculas de agua, na

modelagem destas moléculas (aqui, atomos unidos; 1a, todos os atomos), no modelo para a

representacdo das moléculas de 4gua, no campo de forgas e no pacote de softwares utilizado, e

ainda sim, revelam boa congruéncia de resultados aplicados a analises muito sensiveis como a

distribuicdo de pequenos grupos de atomos em relagdo ao centro da bicamada.
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3.5 Conclusao

Pelos resultados apresentados, verificou-se a estabilidade da bicamada POPC pura
simulada segundo os parametros apresentados na Secdo 2.3. A comparacdo dos valores
obtidos para area por lipidio e espessura da bicamada apresentou boa correspondéncia tanto
com dados de outros trabalhos de simulacdo, quanto com resultados experimentais. Calculos
da distribuicdo dos grupos CHj; terminais das caudas dos fosfolipidios em relacdo ao centro da
bicamada revelaram plena correspondéncia com os apresentados em outro trabalho (Capponi
et al, 2016), também de simulacdo por dindmica molecular, mas realizado sob uma filosofia
muito diferente da empregada neste.

A partir dos dados expostos, a validacao da bicamada simulada sob o campo de forcas
GROMOS96 53A6, modificado com parametros de Berger para fosfolipidios, implica na
afirmacdo de que o campo de forcas reproduz satisfatoriamente o sistema fisico de interesse —
uma bicamada POPC pura — que, embora simples, servira de base de comparacdo para o0s

sistemas mais complexos abordados nos préximos capitulos.
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4.ACAO DO COLESTEROL EM BICAMADAS
FOSFOLIPIDICAS

4.1 Introducao

Uma das maiores vantagens da técnica de simulacdo por dindmica molecular é a
perspectiva de poder aplica-la virtualmente a qualquer sistema: os Unicos requisitos sdo
conhecer um campo de forcas adequado ao sistema que se deseja simular e parametrizar as
moléculas de interesse para o campo de forcas (além de ter ao recurso computacional
necessario, claro). No caso de sistemas bioldgicos, e mais especificamente dos sistemas
miméticos de membranas, esta vantagem é concretizada na possibilidade de se avaliar a
interacao de diversos tipos de componentes lipidicos, e também a interacdao destes com outras
moléculas de interesse (Tieleman et al., 1997).

Partindo-se de um sistema simples e bem caracterizado (a bicamada POPC pura do
capitulo anterior, por exemplo), é possivel ir inserindo ou substituindo componentes do
sistema de forma a se obter uma composicdao que represente melhor as caracteristicas da
membrana biologica de interesse. Obviamente este recurso tém um preco (além do
computacional): o sistema pode tornar-se tdo complexo a ponto de ndo ser possivel analisar os
resultados obtidos e compreender sua dinamica. A alternativa mais comum entdo é aumentar a
complexidade do sistema gradativamente, inserindo um novo componente e estudando seu
efeito, para s6 depois avancar para outro componente (Berkowitz, 2009; Pasenkiewicz-
Gierula et al., 2000).

Infelizmente, a implementacdo da ideia é bem mais complicada do que estas linhas
podem ter sugerido, e a caracterizagdo da acdo de um componente pode levar anos de
trabalho. O estudo do colesterol e sua acao sobre as bicamadas € um bom exemplo pois,
apesar de ser uma molécula simples, simulacdes de bicamadas contendo colesterol vém sendo
desenvolvidas ha mais de duas décadas e ainda ha questdes a serem exploradas (Yesylevskyy

e Demchenko, 2015).
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4.2 Simulacoes de Bicamadas Contendo Colesterol

O colesterol é um dos componentes lipidios mais importantes das membranas
biolégicas, principalmente para os organismos eucariotos, onde a divisdo e especializacao das
células depende da presenga deste esterol (Falck et al., 2004). Ele age sobre as membranas
modificando suas propriedades locais, afetando a fluidez da membrana e atuando sobre radfts,
proteinas integrais (Cantor, 1999) e possivelmente sobre processos de sinalizacdo através da
membrana (Mihailescu et al., 2011).

Por alterar as propriedades das bicamadas e participar de muitos processos biolégicos,
além de ser um componente significativo de muitas membranas, o colesterol tém sido
amplamente estudado em simulacGes computacionais. A molécula de colesterol é formada por
74 atomos (29, na representacdo de atomos unidos), apresentando uma hidroxila num dos
extremos da molécula (ver Figura 4.1) e uma cadeia aciclica no outro; o corpo da molécula é
formado por anéis que lhe conferem certa rigidez. Assim como as moléculas de fosfolipidio, o
colesterol também é anfipatico, com a hidroxila soluvel em agua e o resto da molécula
apresentando caracteristica hidrofobica (numa bicamada, o OH do colesterol sempre fica
voltado para a regido hidratada da bicamada e, como serd abordado neste estudo, interagindo

com moléculas de agua).

HO

Figura 4.1 — Estrutura da molécula de colesterol (C»;H40). Extraida de Holtje et al., 2001.

Os primeiros trabalhos de simulagdo, muitos conciliando Monte Carlo e dinamica
molecular, envolvendo o colesterol consistiram em tentativas de modelar a molécula aos
campos de forcas existentes, ou em criar campos que a descrevessem satisfatoriamente

(Edholm e Nyberg, 1992; Holtje et al., 2001). Os modelos decorrentes destes estudos
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objetivavam “trabalhar com o minimo de informagdes necessarias para que a fisica do sistema
fosse satisfatoriamente descrita” (Nielsen et al., 1999) e seu refinamento conduziu as
primeiras simulagdes com detalhamento a nivel atdmico de misturas lipidicas contendo
colesterol no inicio dos anos 2000 (Tieleman et al., 1997; Berkowitz el al., 2006). Tais
simulacOes obtiveram sucesso em reproduzir algumas propriedades das bicamadas e
mostraram que estas sao fortemente dependentes da concentracdo de colesterol (Chiu et al.,
2002), observando que o colesterol induzia a condensacdo da bicamada, alterando suas
propriedades (estes aspectos também serdo abordados neste trabalho). Os avancos na
modelagem das moléculas possibilitaram o estudo de diversos sistemas binarios contendo
colesterol e um tipo de fosfolipidio (Hofsaf et al., 2003), e em diferentes concentracGes
destes. O principal fator limitante nestes trabalhos foi computacional, pois a capacidade de
processamento dos computadores a época possibilitava a producdao de simulacdes de
picosegundos (10™"?s) até alguns nanosegundos (10°s) (Murzyn et al., 2005).

Foi somente com a melhoria da capacidade de processamento que os tempos de
simulacdo puderam ser estendidos a dezenas de nanosegundos e dados obtidos das
simulacOes, como a area por lipidio ou o parametro de ordem para os atomos das caudas,
passaram a reproduzir medigOes experimentais e também a convergir com resultados de
simulagoes utilizando outros modelos. A extensdo das simulacdes a centenas de nanosegundos
passou a possibilitar a comparacao de resultados obtidos em campos de forcas diferentes
(Piggot et al., 2012; MacDermaid et al., 2015). Embora ja existam trabalhos com simulacgoes
que alcancem a escala dos microsegundos (10° s), simulagdes de algumas dezenas ou
centenas de nanosegundos ainda sdo o padrdo atual; isto, é claro, considerando-se somente o
periodo de estabilidade da simulacao.

No estudo de bicamadas, recentemente a assimetria das membranas passou a atrair
atencao e os efeitos de tais diferencas de composicao das faces é uma frente atual de estudos
(Yesylevskyy e Demchenko, 2015; Nickels et al., 2015; Tian et al., 2016). A formacao de lipid
rafts e a possibilidade de haver relacdo entre o acoplamento das duas faces de uma bicamada
e a passagem de informacdo através de uma membrana, também sdo foco de grande interesse

(Marsh 2009; Capponi et al., 2016).

1 A extensdo indefinida de uma simulacdo ndo necessariamente implica em resultados melhores, como
verificaram Wang e colaboradores (Hong et al., 2014), que desenvolveram simula¢des de bicamadas POPC,
POPC/Colesterol e POPC/POPE até a ordem dos microsegundos e ndo observaram modificacdes de interesse
além da centena de nanosegundos — fato que obviamente vai depender da composicdo do sistema e de se se parte
de uma distribuicdo inicial préoxima da natural ou ndo.
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A evolucdo dos estudos de sistemas biolégicos através de simulacdes por dinamica
molecular pode sugerir que os avangos ocorrem numa Unica direcdo; isto nao é verdade.
Muitos temas ja abordados sao constantemente revisitados com dinamicas de maior escala de
tempo ou com a producao de novos modelos que possibilitem melhor reproducdao de dados
empiricos ou a reducdo do custo computacional (Baoukina e Tieleman, 2015; MacDermaid et
al., 2015).

4.3 Efeitos da Concentracao de Colesterol em Bicamadas POPC

Neste trabalho, sera avaliado o efeito da concentracdo de colesterol sobre as
propriedades de uma bicamada fosfolipidica; o que é feito através da comparacdo das
propriedades de bicamadas POPC contendo trés concentracoes diferentes de colesterol: 0, 20
e 40%. A bicamada POPC pura (0% colesterol) e suas propriedades foram abordadas no
capitulo anterior, enquanto que as bicamadas mistas (20 e 40%) sdo obtidas pela troca da
respectiva porcentagem de moléculas do fosfolipidio por moléculas de colesterol; as trés
bicamadas possuem portanto a mesma quantidade de componentes lipidicos.

As bicamadas que fazem parte deste estudo sdo simétricas — as duas faces de cada
bicamada possuem iguais quantidades de lipidios e em igual concentracdo — e sdo formadas
por 130 moléculas de lipidios (POPC e colesterol sdo ambos componentes estruturais das
membranas) e 4550 moléculas de agua (35 moléculas por fosfolipidio); a construgcdo das
caixas de simulagdo foi realizada através da ferramenta online MemGen (Knight e Hub, 2015)
e os parametros utilizados nas simulacdes sdo os apresentados na Secdo 2.3. A critério de
ilustracdo, a Figura 4.2 traz a representacao da bicamada mista contendo 20% de moléculas de
colesterol.

Todas as simulagcdes foram desenvolvidas por 350 ns, mas por padronizacgdo, as
analises apresentadas, salvo se explicitado o contrario, correspondem aos 100 ns finais da
simulacdo — periodo continuo de verificada estabilidade. Esta medida foi adotada porque o
tempo necessario para a estabilizacdao do sistema depende da composicdo da bicamada e
eventualmente das condigOes iniciais impostas (como podera ser observado, quanto maior a
concentracdo de colesterol, menores sdo as flutuacdes nas propriedades da bicamada), e ao
fato de algumas andlises serem computacionalmente dispendiosas para serem aplicadas a

periodos maiores do que 100 ns — testes mostraram que tal periodo de andlise era suficiente
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para amostrar estes sistemas em especifico, ndo sendo observadas alteracGes significativas nos
valores médios, e respectivo desvio padrdo, se tomado um periodo maior (de 200 ns, por

exemplo).

Figura 4.2 — Representacao da bicamada mista contendo
130 lipidios, dos quais 20% sdo colesterol. As moléculas
de POPC sdo apresentadas em ciano e seu atomo de
fosforo estd destacado como uma esfera laranja; ja as
moléculas de colesterol sdo apresentadas em verde,
tendo seu atomo de oxigénio destacado como uma esfera
vermelha.

4.3.1 Estabilidade das bicamadas

A verificacdo da estabilidade das simulagGes apresentadas segue o protocolo utilizado
para a bicamada POPC pura (Secao 3.3.1): pressdo e temperatura oscilando em torno dos
valores de referéncia, Pt = 1 bar = 0,987 atm e T.¢ = 310K, varidveis termodinamicas
dependentes (dimensoes da caixa de simulagdo, volume, densidade) oscilando em torno de um
valor de equilibrio, e energia potencial do sistema (todos os componentes) estavel e com um
drift razoavel no coeficiente angular de seu grafico (os drifts verificados para as simulagcdes
com 0, 20 e 40% colesterol foram, respectivamente, (-6 + 3).10" kJ/mol.ns, (-10 £ 3).10°
! kJ/mol.ns e (3 + 3).10" kJ/mol.ns). Para simplificar o texto, tais graficos ndo sdo

apresentados.
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Com a finalidade de verificar a estabilidade das bicamadas em si (e ndao do sistema
como um todo), os graficos a seguir trazem as energias de interagdo coulombiana (Figura 4.3)
e do tipo van der Waals (Figura 4.4) entre os lipidios constituintes da bicamada (sem distin¢ao
quanto ao tipo de lipidio). Em ambos os gréficos, observa-se um comportamento estavel, com
valores oscilando em torno de um valor médio (linhas tracejadas em azul), indicativo da
estabilidade da interacdo entre os componentes lipidicos e consequentemente da propria

bicamada.
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Figura 4.3 — Energia de interacdo do tipo Coulomb entre os lipidios (POPC e colesterol) constituintes das
bicamadas, normalizada pelo nimero de pares (como as trés bicamadas possuem o mesmo numero de
lipidios — o que varia é a concentragao de colesterol — para todas, Np = (130 x129 /2). As linhas tracejadas
(em azul) indicam os valores médios em cada caso, sendo estes também apresentados como destaque no
grafico.

I T T T I S S TS T T S N S T N S (ST T S SR N BT
t—
[Colesterol] Interacao Lipidios - Lipidios: Vd
1 0% 1
2.2 — 20% T
= T — 40%
o
£ (-2.41 = 0.03) kJ/mol
= 1
x
0 24 TN TR Tk L M i A A el A Hs kAR PN LR LN L BT T
g f V |
I
-
] 1 1
c (-2.67  0.03) k}/mol
= =26 -+
% 1l ) ]I Thisfut | ut il oy hh_ 1 l ) ) il A
L] l i ! i ¥ ‘ h iy | 1
o
- + =+
H
w —2-8 At Bl o MR AU RLLNSTIAIRY UV TR LAl L A (R U IR R 1Ty R TR TN LR b LA o
(-2.81  0.03) k}/mol
-3 +—+—+———t—————
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

t (ns)

Figura 4.4 — Energia de interacao do tipo van der Walls, entre os lipidios constituintes das bicamadas. Os
valores estdo normalizados pelo niimero de pares de interacdo e as linhas tracejadas (em azul) indicam os
valores médio de cada curva no periodo.
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A estabilidade das bicamadas também esta relacionada a uma interagdo estavel com as
moléculas de dgua do sistema; os graficos a seguir mostram a variacdao da energia de interagcao
entre os lipidios e as moléculas de agua. O comportamento de relativa estabilidade, com
valores oscilando em torno do valor médio (linhas tracejadas em azul), é observado tanto para
as interagdes coulombianas (Figura 4.5) quanto para as intera¢Ges apolares (Figura 4.6), e é

indicativo de que as bicamadas estdo adequadamente hidratadas.
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Figura 4.5 — Energia de interacdo (Coulomb), entre os lipidios constituintes das bicamadas e as
moléculas de dgua da caixa de simulacao. Os valores estdao normalizados pelo ntimero de pares; como as
caixas contém a mesma quantidade de lipidios e também de moléculas de dgua, Np = (130 x4550) para
todas as simulacdes. Em azul, sdo indicados o valor médio de cada curva no periodo considerado.
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Figura 4.6 — Energia de interacdo (van der Waals) entre os lipidios constituintes das bicamadas e as
moléculas de dgua da caixa de simulacdo; os valores estdo normalizados pelo nimero de pares de
interacdo e as linhas tracejadas (em azul) indicam os valores médios para cada curva ao longo dos 100 ns
analisados.
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As figuras anteriores atestam que as trés bicamadas estdo estaveis no periodo
considerado; os termos de energia interna da bicamada (interacao entre os lipidios)
apresentam um comportamento estavel, com valores oscilando em torno de um valor médio, e
o mesmo se verifica para a interacdo entre lipidios e as moléculas de agua. Portanto, as
bicamadas estdo estaveis e adequadamente hidratadas no periodo, o que possibilita a andlise
de suas propriedades e a comparagdo entre os sistemas. E, a partir desta comparagdo, avaliar

os efeitos da concentracdo de colesterol sobre as propriedades das bicamadas.

4.3.2 Estruturacao das bicamadas

A Figura 4.7 apresenta o perfil de densidade dos componentes das caixas de simulacao
(agua, POPC e colesterol) com as bicamadas contendo 0, 20 e 40% colesterol; os valores sao
médias sobre os componentes e também sobre a quantidade de estruturas avaliadas no
intervalo de analise (100 ns). A figura constitui uma verificacdao da estabilidade e estruturacdo
das bicamadas e revela que nas bicamadas que contém colesterol, as hidroxilas das moléculas
de colesterol (no grafico é apresentada a distribuicdo para o atomo de oxigénio das hidroxilas,
em ciano) permanecem orientadas para o lado externo das faces da bicamada, numa regiao
interna a ocupada pelo 4tomo de fésforo dos fosfolipidios (em magenta) — os valores
calculados para distancia Ppopc - Oco.. (média sobre as duas monocamadas) sao (0,54 + 0,09)
nm para 20% colesterol e (0,39 + 0,10) nm para 40%.

Ainda pela figura, identifica-se que a regido das cabegas polares é hidratada e é nesta
regido que se distribuem as hidroxilas das moléculas de colesterol. As carbonilas dos
fosfolipidios (em roxo) sao o inicio das cadeias aciclicas que formam as caudas apolares e
pode-se observar nos trés casos que, embora a distribuicdo das moléculas de dgua comece a
decair ja com os primeiros atomos do fosfolipidio (curva em rosa para os fosfolipidios, e em
azul para a agua), é na regidao ocupada pelas carbonilas que a presenca de agua se torna
desprezivel, indicando o inicio do nuicleo hidrofébico da bicamada.

Além do aumento da dimensdo da estrutura lipidica no eixo das abscissas, eixo z, (que
consiste no aumento da espessura da bicamada, como serd abordado a seguir), é possivel
observar que o aumento da concentracdo de colesterol altera significativamente as
distribuicoes na regido central da bicamada (z = 0), e isto ocorre tanto no perfil das moléculas
de POPC (rosa) quanto para o colesterol (laranja). Como sera tratado mais adiante, o

colesterol afeta o acoplamento existente entre as faces (ou monocamadas) da estrutura.
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Figura 4.7 — Perfil de densidade dos componentes das caixas de simulagdo (4gua, POPC e colesterol),
para os sistemas contendo 0 (em cima), 20 (meio) e 40% (embaixo) colesterol, em relacdo ao eixo
perpendicular ao plano da bicamada. Estdo discriminadas também a distribuicdo de posicdes de certos
grupos de interesse para o estudo das bicamadas, como o 4&tomo de fésforo (cabeca dos fosfolipidios) e as
carbonilas (inicio das caudas) das moléculas de POPC e o dtomo de oxigénio das moléculas de colesterol.
Para a bicamada pura (0% colesterol), a curva referente a distribuicdo das moléculas de dgua (azul) nédo
ocupa todo o eixo das abscissas (eixo z da caixa de simulacdo; ver Figura 3.11) pois, como sera tratado a
seguir, o plano definido pela bicamada sem colesterol (plano xy) é maior, e consequente a area por lipidio
também é maior, do que nas demais simulacdes; como a area da secdo é maior, a coluna de 4gua é menor
— em todas as simulagdes, a quantidade de moléculas de agua é a mesma (35 por lipidio).
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4.3.3 Area por lipidio, espessura da bicamada e parametro de ordem

Os graficos a seguir trazem resultados de propriedades estruturais de interesse. A
metodologia de cdlculo destas propriedades foi discutida no capitulo anterior e por isso ndo
sera abordada novamente.

A primeira propriedade avaliada é a area por lipidio, a area média ocupada por cada
molécula de lipidio no plano definido pela bicamada (plano xy). Aqui, tanto as moléculas de
fosfolipidio quanto as de colesterol, sdo constituintes da bicamada e indistintamente
consideradas no calculo. A Figura 4.8 mostra a variacao da area por lipidio ao longo do
periodo de andlise para as bicamadas com diferentes concentracoes de colesterol; as linhas
tracejadas (em azul) indicam o valor médio para cada curva, que junto com seu respectivo
desvio padrao, também é apresentado no grafico.

Pela figura, observa-se que o aumento da concentracao de colesterol reduz a area por
lipidio, sugerindo que as moléculas de colesterol promovem uma maior coesdao no plano da
bicamada: a reducdo é de aproximadamente 19,9% da bicamada pura para a contendo 20% de

moléculas de colesterol, e de 30,1% para a contendo 40% de colesterol.
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Figura 4.8 — Area por lipidio em funcio do tempo. O comportamento oscilatério em torno de um valor de
um valor médio® (linhas tracejadas em azul) também consiste numa verificacdo da estabilidade das
simulagoes.

2 Os valores médios calculados estdo em acordo com os obtidos por Fiorin e colaboradores (MacDermaid et al.,
2015) utilizando o campo de forcas CHARMM36: (0,650 + 0,015) nm? para uma bicamada POPC pura, (0,548 +
0,015) nm? para uma bicamada POPC/Col. contendo 20% colesterol e (0,453 + 0,015) nm? para 40% de
colesterol. S3o comparaveis também aos obtidos por Hub e colaboradores (Wennberg et al., 2012) utilizando
GROMOS, modificado com pardmetros de Berger para fosfolipidios, e o modelo TIP4P para as moléculas de
agua: (0,634 + 0,11) nm?, para a bicamada pura, 0,526 nm?, para 20% colesterol, e 0,445 nm?, para 40%.
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Figura 4.9 — Flutuacdo da espessura das bicamadas; as linhas tracejadas (em azul) indicam os valores
médios calculados para cada curva; valores médios que, junto a seu respectivo desvio padrdo, também sdo
apresentados no grafico®.

A figura acima mostra que a espessura da bicamada também é uma propriedade
sensivel a concentracdo de colesterol (Figura 4.9): quanto maior a concentracdo do esterol,
maior a espessura da bicamada. Comparando-se a bicamada pura, o aumento € de 13,1% para
a bicamada com 20% de colesterol, e de 17,8% para a com 40%.

O aumento na espessura é condizente com uma compactacao no plano da bicamada,
ou seja, com a reducdo na area por lipidio observada anteriormente; isto porque a maior
coesdo implica que os lipidios estdo mais proximos, e para que isto possa ocorrer sem
impedimentos estéricos, as moléculas destes precisam assumir uma orienta¢do mais proxima a
perpendicular ao plano da bicamada — em outras palavras, os lipidios, principalmente as
caudas das moléculas de POPC, precisam ordenar-se.

Este é justamente o comportamento observado nos graficos do parametro de ordem
dos atomos de carbono das caudas do fosfolipidio. As figuras a seguir mostram que tanto as
caudas saturadas (Figura 4.10) quanto as caudas insaturadas (Figura 4.11), ordenam-se na
presenca do colesterol. Este aumento é proporcional a concentracdo de moléculas de
colesterol e ocorre para todos os atomos das cadeias; a Figura 4.11 evidencia que o
ordenamento das caudas insaturadas pronuncia o carater restritivo da dupla ligagdo existente
entre os atomos 9 e 10 destas cadeias. A titulo de ilustracdo, é apresentada a visualizacao de
uma molécula de POPC da bicamada pura (Figura 4.12a) e uma da bicamada contendo 40%
colesterol (Figura 4.12b): o ordenamento é evidente para ambas os tipos de caudas, mas a

insaturacao é um fator limitante.

3 Para Fiorin e colaboradores (MacDermaid et al., 2015), 3,81 nm para a bicamada POPC pura, 4,16 nm para a
contendo 20% de moléculas de colesterol, e 4,52 nm, para 40%.
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Figura 4.10 — Parametro de ordem calculado para os atomos de carbono das caudas saturadas (C; ou

sn-1) das moléculas de POPC. Para o célculo, o periodo de 100 ns de analise é segmentado em 10

intervalos iguais e o valor do pardmetro é calculado em cada um; os valores apresentados sdo médias e as

barras verticais indicam o desvio padrdao da medida.
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Figura 4.11 — Parametro de ordem calculado para as caudas insaturadas (C, ou sn-2).

Figura 4.12 — Representacdo de uma molécula de POPC (a férmula quimica foi apresentada na Figura
2.1, pag. 43) extraida da bicamada pura (a) e da bicamada com 40% de colesterol (b). As setas indicam a
posicdo da insaturacao.

Observacdo: as imagens representam uma molécula qualquer das bicamadas em questdo, num instante
qualquer, e ndo possuem carater estatistico.
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O aumento da espessura é portanto uma consequéncia do ordenamento das caudas,
que, por sua vez, pode ter origem na compactacdo dos lipidios no plano da bicamada (plano
xy). Mas por que esta ocorre, ou seja, como as moléculas de colesterol agem para compactar a

bicamada?

4.3.4 Acao do colesterol sobre as interacoes energéticas na bicamada

A reducdo da area por lipidio com o aumento da concentracao de colesterol na
bicamada ocorre por diversos fatores. O primeiro deles é a reducdo propriamente da area
ocupada pelas moléculas; a molécula de colesterol possui menos atomos e sua estrutura
compacta em anéis lhe confere um volume cerca de 30% menor do que o ocupado por uma
molécula de POPC* — célculo realizado com a ferramenta online 3V Volume Assessor
<http://3vee.molmovdb.org> (Voss e Gerstein, 2010) — e consequentemente, aumentando-se a
concentracdo de moléculas de colesterol na bicamada, o volume total ocupado pelos lipidios,
cuja quantidade total permanece constante, sera menor.

O segundo fator deve-se a modificacOes nas interacGes energéticas estabelecidas entre
os lipidios na bicamada. As Figuras 4.3 a 4.6 mostraram as interacOes estabelecidas na
bicamada como um todo, e desta com as moléculas de &gua, mas ndo revelaram que
modificacbes a presenca do colesterol traz. Para isto, é necessario avaliar as interagoes
tratando os lipidios individualmente; as figuras a seguir, todas normalizadas pelo niimero de
pares de interagdo, possibilitam explorar melhor o assunto’.

A Figura 4.13 apresenta indicios de que as interacdes coulombianas entre moléculas de
POPC sdo favorecidas com a presenca do colesterol (isto considerando-se os valores
normalizados pela quantidade de pares de interacdo; a interacdo total obviamente é reduzida,
pois parte das moléculas do fosfolipidio é substituida por colesterol). Pela Figura 4.14, ha o

indicativo de que as interacdes do tipo van der Waals entre as moléculas de POPC também

4 Pandit et al. (2007) assinala 26,6% de diferenca, também para um modelo estrutural da molécula, enquanto
Kucerka et al. (2005) obtém experimentalmente uma diferenca de aproximadamente 26,4%.

5 Os valores calculados referem-se a contribuicdo entalpica na temperatura em que os sistemas foram estudados;
a comparacdo de energias de interacdo entre sistemas de composicdo diferente é um procedimento delicado, que
exige ressalvas (pelas proprias caracteristicas dos sistemas, a vizinhanca de um lipidio na bicamada pura é
diferente da observada na bicamada com 20% colesterol). O célculo de perfis de energia livre pode ser
implementado em simula¢Ges por dindmica molecular, mas requer a utilizacdo de técnicas de elevado esforco
computacional (Chipot e Pohorille, 2007), e ndo é abordado neste trabalho.
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sao favorecidas, embora por um fator menor: comparando as bicamadas com 0 e 40%

colesterol, enquanto a interacao coulombiana torna-se mais atrativa em (-10,18 + 0,12)

kJ/mol, a interagdo apolar aumenta em (-0,83 + 0,09) kJ/mol (ver nota da pagina anterior).

O

aumento da concentracdo de colesterol na bicamada, portanto favorece as interacoes entre os

fosfolipidios, sendo que a modificacao aparentemente é mais pronunciada entre seus grupos

polares (a cabeca e as carbonilas), do que entre os apolares (as caudas).

-14 f f f f 1 1 1 1 1
= 16 - +
3 [Colesterol] | Interacao POPC-POPC: Coul. |
E 0%
2 — 20%
X
o 8T — 40% T
]
e 1 1
H B e T LT i et L e B L R T WP VY|
.
g 20 +
F —
- alores médios:
® 221 0%: (-15.36 + 0.04) k)/mol 4
o 20%: (-19.24 + 0.06) k)/mol
g 40%: (-25.54 + 0.08) kl/mol
W o2a1 -+

50

100

t (ns)
Figura 4.13 — Energia de interacdo coulombiana entre as moléculas de fosfolipidios, normalizadas pelo
nimero de pares de interacao, obtidas para as bicamadas de diferentes concentragdes de colesterol. Neste
caso, as interagdes envolvendo moléculas do esterol ndo estdao sendo consideradas.
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Figura 4.14 — Energia de interacdo do tipo van der Walls estabelecidas entre pares de moléculas de POPC.
E importante ressaltar que os graficos desta secdo mostram as interacdes entre 0s

componentes das bicamadas, mas ndo sdao considerados como critérios para a avaliacdao de
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estabilidade das estruturas; isto porque um comportamento ndo estavel verificado para
determinado par, por exemplo, a interacdo colesterol-colesterol, pode ser compensando pela
variacao de outro par, sem que isto implique em instabilidade na energia interna da bicamada
ou em sua hidratacio (que ja foram verificadas nas Figuras 4.3 a 4.6). E por este motivo que
os graficos ndo trazem a reta média das curvas, embora apresentem o valor médio de cada

curva no periodo considerado com a finalidade de comparar diferentes pares de interagoes.
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Figura 4.15 — Oscilacdo das energias de interagdo (Coulomb e VdW) estabelecidas entre uma molécula
de fosfolipidio e uma de colesterol; o aumento da concentracdo de colesterol favorece as interagdes do
tipo van der Walls, mas as interagoes coulombianas permanecem estatisticamente constantes. Os valores
estdo normalizados pelo nimero de pares de interacdo.
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Figura 4.16 — Energias de interacdo entre duas moléculas de colesterol (VdW e Coulomb), normalizadas
pelo nimero de pares. A interacdo do tipo Coulomb entre duas moléculas se restringe a interagdo entre
seus grupos OH e por isso apresenta um valor pequeno mas atrativo — valor que é reduzido pela metade
com o aumento da concentracdo de colesterol. Para as interagdes do tipo van der Waals, estatisticamente
nado hé variagdo de uma simulagdo para outra.
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O grafico da energia de interacdao entre as moléculas de POPC e as de colesterol
(Figura 4.15) é indicativo de que a interacao apolar (VdW) entre fosfolipidio e esterol também
é favorecida com o aumento da concentracdo de colesterol, (-0,26 + 0,10) kJ/mol, na
comparacdo entre as bicamadas de contendo 20 e 40% colesterol (a bicamada pura possui
apenas POPC). Ja a interagdao coulombiana permanece estavel, com uma variacdo dentro da
barra de erros. No caso da interacao entre duas moléculas de colesterol, a Figura 4.16 mostra
que, enquanto permanece constante para o termo de van der Waals (considerando-se o valor
médio calculado), as interacoes do tipo Coulomb sdo desfavorecidas.

A andlise do conjunto de graficos acima revela portanto que o aumento da
concentracdo de colesterol favorece significativamente as interagdes entre os fosfolipidios da
bicamada, com destaque para o aumento na interacdo coulombiana, e favorece também a
interacdo apolar entre moléculas de fosfolipidio e colesterol — fatores que contribuem para
uma maior aproximacao dos lipidios e ajudam a explicar a maior coesdo das bicamadas na

presencga de colesterol.

Considerando os valores obtidos para as interacoes entres duas moléculas de
colesterol, e que estas permanecem estatisticamente constantes (VdW) ou sdo desfavorecidas
com o aumento da concentragdo do esterol, observa-se que na bicamada ha uma preferéncia
pela interacio POPC-POPC ou POPC-colesterol, em detrimento da interagdao colesterol-
colesterol. O formato compacto da molécula de colesterol, a presenca de apenas um grupo
polar em sua estrutura, e a decorrente orientacdo mais enterrada na bicamada, contribuem para
que o colesterol seja envolvido pelas caudas das moléculas de fosfolipidio, o que resulta numa
menor interacdo entre duas moléculas de colesterol, quando comparada a interagao
fosfolipidio-colesterol. Partindo de uma distribuicao clusterizada de moléculas de colesterol
numa bicamada POPC (50% colesterol), Wang e colaboradores (Hong et al., 2014),
observaram a difusdo do esterol pela estrutura, obtendo em 2 microsegundos uma bicamada
com distribuicdo semelhante a observada no caso em que as moléculas sdo distribuidas
aleatoriamente pela bicamada (como neste trabalho); isto revela que, embora a formacao de
clusters de colesterol possa ser observada, e isto vai depender da concentracao do esterol no
sistema, a acdo da molécula ocorre difundida pela estrutura e ndo concentrada em

determinadas regides®.

6 A formacdo de lipid rafts é relacionada a formacao de clusters de colesterol, estabelecendo microdominios de
propriedades diferentes das do resto da membrana, mas isto normalmente ocorre em associacdo com outras
moléculas, como proteinas e esfingomielina (Berkowitz, 2009).
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A intima associacdo entre fosfolipidios e colesterol também foi observada em
bicamadas de DMPC/colesterol (DMPC possui duas caudas saturadas de 14 carbonos cada —
menores do que as do POPC) e DOPC/colesterol (DOPC é semelhante ao POPC, mas suas
duas caudas sdo insaturadas, com 18 carbonos cada) (Rog et al., 2009) e é considerada a

principal razdo do efeito de condensacdo da estrutura promovido pelo colesterol.

Tabela 4.1 — Numero médio de ligacoes de hidrogénio e respectivo desvio padrdo; os valores estdo
normalizados pela quantidade de moléculas do lipidio em cada simulagdo’.

[Colesterol] 0% 20% 40%
Lipidio com agua
(por molécula de lipidio) 6,1+0,1 5001 42£01
Lipidio com lipidio
(por molécula de lipidio) - 0,22£0,02 0,22 £0,02
POPC com colesterol
(por molécula de POPC) ) 0,27£0,03 0,36 £0,04
POPC com colesterol ) 11401 0.54 + 0,06

(por molécula de colesterol)

Colesterol com colesterol

(por molécula de colesterol) ) 0,000 + 0,003 0,001 + 0,005

POPC com agua

(por molécula de POPC) 61+0,1 6,1+0,1 6,4+0.2

Colesterol com agua

(por molécula de colesterol) ) 0,8+0,1 1,04 +0,09

Ha ainda um terceiro fator relacionado a acao do colesterol sobre as propriedades de
uma membrana, que é o surgimento de um novo tipo de interacdao entre os componentes das
bicamadas: as ligacGes de hidrogénio. Moléculas de POPC ndo possuem protons para doar e
consequentemente atuam apenas como aceptores em ligacdes de hidrogénio (isto também
ocorre com DMPC e DOPC, que possuem o mesmo grupo caracteristico na cabeca polar).
Assim, na bicamada pura (0% colesterol) nao ha interacoes deste tipo entre os lipidios,
somente entre lipidios e moléculas de agua.

Moléculas de colesterol, por outro lado, apresentam um dipolo permanente em seu
grupo hidroxila, o que lhes permite atuar também como doador numa ligacdo de hidrogénio.

Numa mistura de moléculas de POPC e colesterol havera ligacoes de hidrogénio estabelecidas

7 As ligacoes de hidrogénio foram analisadas a partir de uma extensdo de 10 ns de cada simulacdo com a
trajetdria das particulas sendo salva a cada 1 ps, e o critério geométrico utilizado para caracterizar a existéncia de
uma ligacdo de hidrogénio (H) foi que a distancia entre o H doado e seu aceptor fosse menor ou igual a 0,35 nm
e o angulo H-doador-aceptor menor ou igual a 30°.
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entre as moléculas dos lipidios. A Tabela 4.1 comprova que a adicdo de moléculas de
colesterol propicia a interagdo entre os lipidios da bicamada através de ligacdes de hidrogénio;
como a interacao entre duas moléculas de colesterol é desprezivel em todas as simulacdes, a
interacdo entre os lipidios ocorre pela associacdao de uma molécula de POPC com uma de
colesterol.

Embora a quantidade de ligacGes entre lipidios seja pequena em ambas as simulagdes
contendo colesterol®, este é um novo tipo de interagdo energética estabelecida entre os
componentes da bicamada em decorréncia da presenca das moléculas de colesterol —
estudando sistemas formados por esfingolipidios e colesterol em diversas proporgoes,
inclusive 20 e 40% colesterol, JaneZi€ e colaboradores (Zidar et al., 2009) atribuem um papel
de destaque para as ligacbes de hidrogénio no ordenamento das caudas de tipo de
esfingolipidio, que apresenta estrutura similar ao POPC, mas com modificacdes nas
carbonilas que lhes confere maior habilidade em estabelecer ligacGes de hidrogénio; 14, o
nimero médio de ligacGes entre esfingolipidio e colesterol, por molécula de colesterol, foi de

(0,49 +0,03) para o sistema com 20% colesterol e (0,39 + 0,02) para 40%.

Portanto, o menor volume ocupado pelas moléculas de colesterol, em conjunto com o
favorecimento das interacdes entre os fosfolipidios (Coulomb e van der Walls) e também
entre fosfolipidios e colesterol (van der Waals), e o estabelecimento de ligacdes de hidrogénio
entre os lipidios da bicamada, sdo os fatores que promovem uma maior coesdo dos
componentes das bicamadas, e a consequente reducdo da area por lipidio com o aumento da
concentragdo de colesterol no sistema.

A Figura 4.8 apresentou os valores calculados para a area por lipidio em cada
bicamada; naquele caso, considerando os lipidios indistintamente. Na Tabela 4.2 a seguir sao
reapresentados tais valores e também a area média por molécula de lipidio, considerando
isoladamente as moléculas de POPC e de colesterol’; observa-se pela tabela que o efeito de
condensacdao da estrutura promovido pelo colesterol ocorre essencialmente sobre a area

ocupada pelas moléculas do fosfolipidio.

8 O numero médio total de ligacdes POPC-Colesterol é igual nas simulacdes com 20 e 40% colesterol — os
valores apresentados na tabela estdo normalizados; a variacdo portanto se da entre a bicamada pura, onde nao ha
interacdo entre os lipidios via ligacdo de hidrogénio, e as bicamadas mistas, onde estas ocorrem.

9 Célculo também realizado por diagramas de Voronoi e implementado através do GridMAT-MD.
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Tabela 4.2 — Area média ocupada por cada molécula nos planos definidos pela bicamada. Os valores sio
médias sobre os 100 ns de andlise.

[Colesterol] 0% 20% 40%
Area por lipidio (nm?) 0,662 + 0,011 0,530 + 0,008 0,458 + 0,006
Area por molécula de POPC (nm?) 0,662 + 0,011 0,560 + 0,153 0,486 + 0,153
Area por molécula de colesterol (nm?) - 0,407 + 0,120 0,413 + 0,133

Considerando que a area atribuida as moléculas de POPC (Arorc) nas bicamadas
mistas é, em ambos os casos, maior do que a area ocupada pelo colesterol (Ac.1.), pode-se a
principio atribuir a reducado da area por lipidio unicamente ao fato das moléculas de colesterol
serem menores do que as de POPC (o primeiro fator considerado), e que as modificacoes
energéticas observadas nas bicamadas em funcdo do aumento da concentracdo de colesterol
sao um fendomeno de menor relevancia; entretanto, a comparacao dos valores da tabela
anterior revela que, enquanto na bicamada contendo 20% de colesterol, Ac.. é cerca de 27%
menor do que Apopc (proximo aos valores discutidos na pag. 75), a razdo cai para 15% na
bicamada com 40% de esterol — o colesterol de fato condensa a estrutura e este fendmeno esta

relacionado a compactacdo da bicamada através do aumento das interacdes entre os lipidios.

O efeito de reducdo lateral de uma membrana associado a acdo do colesterol traz
profundas modificacGes as caracteristicas da estrutura; além do ordenamento das caudas dos
fosfolipidios, e consequente aumento da espessura da bicamada e reducdo da area por lipidio,
os resultados obtidos indicam que o colesterol modifica as interacdes estabelecidas entre os
lipidios, tanto na regido apolar, favorecendo interacdes do tipo van der Waals, quanto na
regidao polar da bicamada, tornando a interacdo coulombiana entre os fosfolipidios mais
atrativa e promovendo a formacdo de ligacdes de hidrogénio entre o lipidios. Estas
modificacGes nas interacdes energéticas na bicamada resultam no principal efeito modulador
atribuido ao colesterol, sua capacidade de alterar fluidez de uma membrana; a trama mais
coesa modifica a capacidade dos lipidios se difundirem através da estrutura e também altera a

permeabilidade da membrana a outras moléculas, inclusive a agua.
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4.3.5 Efeitos sobre a hidratacao das bicamadas

Os dados da Tabela 4.1 indicam que o numero médio de ligacdes de hidrogénio
estabelecidas entre moléculas de lipidio e a agua é reduzido com o aumento da concentragao
de colesterol no sistema. O motivo principal é que uma molécula de POPC pode realizar mais
ligacdes (9) do que uma de colesterol (2), mas o fato de algumas destas possibilidades estarem
“ocupadas” por interacoes entre os lipidios também contribui para esta reducao. De qualquer
modo, a reducdo da interacao entre lipidios e agua decorre da presenca do colesterol e é um
indicativo de que este dltimo pode ter algum efeito sobre a hidratacao da bicamada; este sera

o foco desta secao.

0% Colesterol
Agua
Carbonilasecec

20% Colesterol
— Agua
—=— Carbonilassorc

40% Colesterol
— Agua
—— Carbonilassorc

Nimero de densidade (nm™)

-0.5 0 0.5 1
Distancia ao centro da bicamada (nm)

Figura 4.17 — Comparacao do perfil de densidade das moléculas de dgua (linhas sélidas) com os grupos
carbonila (linhas pontilhadas) das moléculas de POPC. A distribui¢do da dgua é muito ampla e na figura
é apresentado um zoom na regido de interesse.

White colaboradores (Capponi et al., 2016) propdem que o pico da distribuicdao das
carbonilas das moléculas de fosfolipidios podem ser tomados como limitrofe da regido que as
moléculas de adgua ocupam na bicamada, ou seja, aproximadamente delimitam a regido
hidratada da estrutura; a Figura 4.17 mostra que esta consideragdo é valida para as bicamadas
deste estudo. Pela figura, a presenca de moléculas de agua (linhas pontilhadas) torna-se
desprezivel numa regido muito proxima a da distribuicdo das carbonilas (linhas sélidas).

Assim, os picos da distribuicdo das carbonilas, que consistem no inicio das caudas dos
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fosfolipidios, sdo uma boa aproximagao para o limite da regido hidratada da bicamada, e isto
para as trés concentragdes de colesterol (consideragdo que sera utilizada na proxima segéo)'.
A figura anterior indica que o colesterol de fato afeta a hidratacdo da bicamada,
aumentando seu nucleo hidrofobico (pela Figura 4.7, também é possivel observar tal
fendmeno). Os dados da Tabela 4.3 quantificam tal alteracdo através da distancia média entre
as carbonilas de uma face e as da outra; de fato, acompanhando o aumento da espessura da
bicamada (distancia Peopc-Prorc, reapresentada na tabela), o niicleo hidrofébico também cresce
com o aumento da concentracao de colesterol no sistema — fato l6gico considerando que se as
caudas estdo mais ordenadas, a regido que ocupam sera maior. O mesmo padrdo é verificado
para a distancia entre os atomos de nitrogénio do grupo colina dos fosfolipidios (extremo da

molécula). O efeito de condensacao do colesterol ordena a molécula de POPC como um todo.

Tabela 4.3 — Distancias médias entre determinados grupos/atomos das moléculas de POPC em cada face.

[Colesterol] 0% 20% 40%
Distancia Propc-Prorc (nm) 3,88 + 0,14 4,39 +0,10 457 +0,14
Distancia Carbonila-Carbonila (nm) 3,14 £ 0,10 3,67 + 0,09 3,79 +0,14
Distancia Npopc-Nporc (nm) 4,09 +0,17 4,53 +0,18 4,72 +0,18

O aumento da regido apolar da bicamada implica que a fase hidrofébica do sistema é
maior, e o fato de, na presenca do esterol, os lipidios interagirem mais fortemente entre si, sao
indicios de que o colesterol reduz a permeabilidade da estrutura a agua (e, consequentemente,
a outras moléculas polares), mas ndo quantificam o fendmeno. A fungdo de distribuicdo radial
de pares, pode fornecer informacdes sobre a solvatacdo do sistema; calculada para os atomos
de fosforo das moléculas do fosfolipidio e a dgua (Figura 4.18), comprova que, embora nao
haja alteracdao na distancia das camadas de solvatacdao, o nimero de moléculas de agua com
que os atomos de fdésforo interagem (area sob a curva) é maior na bicamada pura (verde). A

diferenca entre as bicamadas contendo 20% (vermelho) e 40% (preto) colesterol é mais sutil,

10 As Figuras 4.7 e 4.17 apresentam unidades diferentes no eixo y; enquanto na primeira o perfil de densidade é
fungdo da densidade do grupo de interesse (kg/m3), aqui, a unidade utilizada é o nimero de densidade (nm™) para
permitir a comparacdo com os resultados do capitulo anterior, e deste com os resultados de um trabalho de
referéncia (ver Secdo 3.4.5). A comparagdo das duas figuras em relacdo aos perfis da dgua e das carbonilas das
moléculas de POPC pode sugerir resultados diferentes; entretanto, deve-se levar em consideracdo que a Figura
4.17 é uma ampliagdo de determinada regido de graficos como os da Figura 4.7, o que pode alterar a impressao
inicial em relacdo a posicdo das curvas. Em segundo lugar, a proposicao é que a distribuicdo das moléculas de
agua na bicamada aproximadamente acompanha o perfil das carbonilas, ou seja, ambas as curvas (e isto coincide
nos dois graficos) vao a zero em pontos muito préximos.
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ndo sendo possivel estabelecer uma relacdo neste caso (se na bicamada com maior

concentracdo do esterol, a hidratacdo é menor, por exemplo).

1.6

14 [Co\e[s);ﬂ'frol] Funcéo de distribuicéo radial de pares - g(r): Ppopc - Agua T
— 20%

12+ | — 0% £

0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 1.2
r(nm)

Figura 4.18 — Distribuicdo radial de pares (suavizada) entre o atomo de fésforo das moléculas de POPC
e a agua. Nas trés bicamadas, a 1* camada de solvatacdo é verificada a aproximadamente 0,298 nm, e a 2*
camada a 0,399 nm dos atomos de fésforo.

A acgdo do colesterol reduz a hidratacdao da bicamada: mesmo ao se considerar os
atomos de fosforo, cujo plano médio é utilizado para a definicdo da interface entre a bicamada
e a fase aquosa, verifica-se que a solvatacdo é menor nas bicamadas contendo colesterol. Este
comportamento repercute na permeabilidade da estrutura; através da contagem dos eventos
em que moléculas de 4gua adentram a regido hidrofébica de uma bicamada, Wang e
colaboradores (Hong et al., 2014) mostram que a presenca de colesterol inibe a observacao de
moléculas de agua na regido das caudas. Ha de se ressaltar que mesmo numa bicamada pura, a
presenca de moléculas agua no nticleo hidrofébico é um evento incomum (e ndo estavel), mas
se a bicamada contém colesterol, este torna-se ainda mais raro mesmo na escala dos
microsegundos! Estudando a solubilidade de compostos em diversas bicamadas contendo um
tipo de fosfolipidio e colesterol, Hub e colaboradores (Wennberg et al., 2012) verificaram que
a acdo do colesterol altera o coeficiente de particdo das moléculas, reduzindo sua afinidade
pela bicamada tanto no caso de moléculas polares (etanol, amonia) quanto apolares (benzeno,
propano).

O colesterol portanto pode regular a permeabilidade de uma membrana a outras
moléculas através da modificacdo das propriedades da estrutura. No préximo capitulo, sera
avaliado o efeito da concentracdo de colesterol sobre a interacdo de uma molécula anfipatica

(curcumina, um flavonoide) com bicamadas puras e contendo colesterol.
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4.3.6 Acao sobre o acoplamento entre as faces da bicamada

Uma vez que o colesterol promove a condensacdao da bicamada e o ordenamento das
caudas dos fosfolipidios, pode-se esperar que também induza modificacdes na regido de
interacao entre as duas faces das bicamadas; os graficos dos parametros de ordem mostraram
que a acdo do colesterol se aplica a toda cadeia aciclica, mas qual é o efeito sobre a interacao
estabelecida entre as duas faces (ou monocamadas) da estrutura?

Como tratado no capitulo anterior, uma abordagem possivel para se avaliar o
acoplamento entre as duas faces de uma bicamada é o estudo dos perfis de densidade dos
extremos das caudas dos fosfolipidios — os grupos CH; terminais. A primeira avaliacdo
consiste em verificar como se da a distribuicao dos atomos de carbono terminais de uma face
em relacdo aos da outra; o conjunto de graficos da Figura 4.19 traz os perfis de densidade para
os CHj; terminais da face inferior (lilas) e superior (roxo) e também a soma das duas
distribuicdes (preto). Observa-se que o aumento da concentracao de colesterol produz o
estreitamento das distribuices, isto é, os grupos CH3 terminais ocupam uma regido mais
restrita. Este comportamento deve-se provavelmente ao ordenamento das caudas em razdo da
presencga do colesterol.

A regido de intersecdao das duas curvas coloridas consiste na regido de interdigitacao
das duas monocamadas, ou seja, onde atomos de ambas as faces ocupam uma regidao comum.
A Figura 4.19 sugere uma reducdo da drea de intersecdao com o aumento da concentracao de
colesterol na bicamada'; de fato, a integracdo das curvas mostra que a regido de
interdigitacdo corresponde a 28,1% da distribuicdo total (curva preta) para a bicamada pura.
Este valor cai para 17,8%, para a bicamada contendo 20% de colesterol, e chega a 15,4% para
a ultima bicamada. Isto equivale a dizer que, na bicamada pura, aproximadamente 73 dos
grupos CHj3 terminais (e consequentemente o extremo da cauda a que estdo ligados) invadem
a face oposta da bicamada (considerando o centro da bicamada como a divisdo exata das
faces), mas numa concentracdo de 40% colesterol a quantidade é reduzida para 24 grupos.

O colesterol portanto promove o desacoplamento das faces da bicamada; o
ordenamento das caudas resulta no aumento da espessura, mas a maior coesdao dos lipidios na

presenca do colesterol também tem o efeito de separar as faces da bicamada.

11 As bicamadas deste estudo foram construidas de forma que a quantidade de moléculas de colesterol em cada
face fosse a mesma (sdo bicamadas simétricas); nesta condi¢do, a acdo do colesterol é aproximadamente idéntica
em cada monocamada, ndo sendo observada curvatura nas bicamadas em estudo. Esta verificacdo (ndo
apresentada aqui) garante que informacoes obtidas dos Gréficos 4.19 a 4.21 sdo de fato devido a alteracdes na
interacdo entre as monocamadas e nao resultado de encurvamento da estrutura.
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Figura 4.19 — Comparativo do perfil de densidade dos grupos CHj3 terminais das faces inferiores (lilas) e
superior (roxo) das bicamadas; a curva em preto indica a soma das distribui¢des individuais. As setas
indicam os picos da distribui¢do das carbonilas (curvas ndo apresentadas) em cada simulagao.
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Na imagem anterior, as setas indicam a posi¢cdo dos picos das carbonilas (o inicio das
caudas dos fosfolipidios) que, como discutido na secdo anterior, aproximadamente
correspondem ao limite da regido hidratada da bicamada; verifica-se pela Figura 4.19 que a
presenca do colesterol aumenta o nucleo hidrofébico da bicamada, afastando as regides
hidratadas do centro da estrutura, e também dos grupos CHj3 terminais. A andlise dos graficos
da figura anterior indica também que a presenca do colesterol ndo afeta a simetria das faces da
bicamada: as faces, que sdo simétricas em composicao, apresentam uma distribuicdo muito
similar mesmo na regido de interacdo entre as duas monocamadas (os perfis de densidade

apresentados na Figura 4.7 ja evidenciavam a simetria das faces das bicamadas).

A concentragdo de colesterol portanto afeta a regido de interacdo entre as
monocamadas de uma membrana, mas esta acdo ocorre da mesma forma para ambos os tipos
de caudas? A Figura 4.20 mostra que nao; o efeito é maior sobre as caudas insaturadas.

Na figura abaixo, os grupos CHj; terminais estdo discriminados pelo tipo de cauda a
que pertencem, se cauda saturada (laranja) ou insaturada (verde), e ndo quanto a face; os
graficos mostram também a soma das duas distribui¢es (preto), que corresponde a mesma
soma da imagem anterior (la, também em preto). Os graficos do parametro de ordem
indicaram que o ordenamento das cadeias aciclicas em funcdo da presenca das moléculas de
colesterol ocorre para todos os atomos de ambas as caudas, mas que seu efeito era menor
sobre os atomos das caudas insaturadas (e os CH3 terminais sdo justamente os &tomos menos
ordenados das cadeias). A Figura 4.20 ressalta que ja na bicamada pura ha uma sutil diferenca
entre os perfis das caudas saturadas e insaturadas: a distribuicdo dos CHs terminais das caudas
com insaturacdo é mais ampla (por isso seu pico é menor), mesmo na auséncia de colesterol.
A adicdo deste intensifica a diferenca de comportamento, chegando ao ponto de serem
observados dois picos de distribuicdo na bicamada contendo 40% de colesterol; estes picos
evidentemente correspondem as faces superior e inferior da bicamada, ainda que elas nao
tenham sido discriminadas neste grafico. Embora a distribuicdao para as caudas saturadas seja
mais concentrada na presenca de colesterol (o pico é estreitado), ndo ha alteracao no padrao
da distribuicdo e o unico pico centralizado no centro da bicamada permanece.

A separacdo das faces observada anteriormente portanto ocorre predominantemente
com as caudas insaturadas: o colesterol induz a coesdao dos componentes da bicamada e o
consequente ordenamento das caudas com aumento da espessura da membrana; a dupla
ligacdo das caudas insaturadas entretanto impoe uma limitacdo ao ordenamento destas e o

efeito é a reducdo na interacdo entre duas faces da bicamada.



Numero de densidade (nm™) Nudmero de densidade (nm™)

Nimero de densidade (nm™)

w o ~ =2

~

- N w

o

~ o]

o

o
(oe]

CH3-terminal
Caudas saturadas

—— Caudas insaturadas

—— Ambos as caudas

1
N
[
-
w
I

|
o
w
(=)
o
w

N

CH3-terminal
Caudas saturadas

—— Caudas insaturadas

—— Ambas as caudas

|
[N}

1
=y
[

I
=

|
o
[
o
o
w

[N}

CH3-terminal

Caudas saturadas
—— Caudas insaturadas
—— Ambas as caudas

|
N

1
-
w

I
-

-0.5 0.5
Distancia ao centro da bicamada (nm)

o

[N

Figura 4.20 — Comparativo do perfil de densidade dos grupos CH; terminais segundo o tipo de cauda a
que pertencem: caudas saturadas (laranja) ou insaturadas (verde). Os graficos mostram também a soma
destas duas distribui¢cdes (preto) e as setas indicam a posicdo do pico da distribui¢do das carbonilas das
moléculas de POPC.
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Figura 4.21 — Comparativo do perfil de densidade dos grupos CHj3 terminais segundo o tipo de cauda a
que pertencem, em relacdo a face superior (a outra metade dos grupos, os da face inferior, ndo é
apresentada para permitir uma melhor visualizacao da acdo do colesterol sobre a distribuicdo das caudas
no interior de uma monocamada).
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Pela Figura 4.21 é possivel visualizar melhor a diferenca do efeito do colesterol sobre
os dois tipos de caudas. Nela, sdo apresentados o perfil de densidade dos CHj3 terminais das
caudas saturadas (laranja) e insaturadas (verde) de uma face em especifico (a superior), além
da soma destas duas distribuicdes (em roxo, ja que se trata da curva de mesma cor da Figura
4.20). Os graficos anteriores indicam que ha diferenca de distribuicdo nas posicdes
dependendo do tipo de cauda: os CHj; terminais das caudas insaturadas apresentam-se
deslocados na direcdo da interface da respectiva monocamada com a agua. Tal diferenca, que
embora sutil, j4 esta presente na bicamada pura, é potencializada com o aumento da
concentracdo de moléculas de colesterol: a distancia entre os picos, inicialmente em 0,018
nm, passa a 0,048 nm na bicamada contendo 20% de colesterol e chega a 0,096 nm na de
40%. Isto comprova que o desacoplamento das faces da bicamada se da principalmente em
relacdo as caudas insaturadas, cuja posicao é deslocada no sentido da interface entre lipidios e
a agua; verificacao condizente com o argumento de que a diferenga da agcdo do colesterol em
funcdo do tipo de cauda é devido a restricao imposta pela dupla ligacdo presente nas caudas

insaturadas.

A limitacdo imposta pelas insaturagdes também pode ser atribuida uma diferenca de
comportamento estrutural nos fosfolipidios, com a formacdo de “ganchos” em que o CHj;
terminal das caudas insaturadas fica voltado na direcao das cabecas polares da propria face
(Capponi et al., 2016); isto pode ser observado na cauda insaturada (sn-2) da Figura 4.12a.
Uma bicamada é formada por duas faces antiparalelas e portanto é de se esperar que o
extremo das caudas de uma monocamada apontem na dire¢do da monocamada oposta, mas a
conformacdo em “gancho” observada para as caudas insaturadas contraria esta suposicdo. A
relevancia desta questdo reside no fato de que tal conformacdo possibilita aos CH3 terminais
das caudas insaturadas terem maior acesso a regido hidratada da bicamada (Mihailescu et al.,
2011; Caponni et al., 2016); na distribuicdo para a bicamada pura na figura anterior, observa-
se que ambas as curvas atingem o limite da regido hidratada, representado no grafico pela seta
indicativa da posicao do pico da carbonila (para avaliar a relacdao entre a distribuicao das
carbonilas dos fosfolipidios e a hidratagdo da bicamada, ver Figura 4.17)"2. Com a adigdo de
colesterol e o ordenamento das caudas, entretanto, as curvas vdo ficando cada vez mais

afastadas da regido hidratada (isto pode ser observado tanto na Figura 4.20 quanto na 4.21),

12 Em Capponi et al. (2016) é discutido que, para bicamadas puras, a correlacdo entre os “ganchos” formados
nas caudas insaturadas e o acesso a regido hidratada é maior para fosfolipidios com insaturacdo em ambas as
caudas (como o DOPC), mas ocorre em menor grau também na bicamada POPC; em acordo com os resultados
aqui apresentados.
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indicando que o aumento da concentracdo de colesterol gradativamente limita o acesso dos
atomos das caudas a regido onde é possivel observar a presenca de moléculas de agua. Porém,
como a acdo do colesterol é diferente em relacao ao tipo de cauda, e a distribuicao de posicoes
das cadeias insaturadas é deslocada na direcdao da interface com a agua, é razoavel supor que

exista uma diferenca entre a hidratagdo das cadeias saturadas e das insaturadas.
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Figura 4.22 — Quantidade de moléculas de dgua observada a partir dos grupos CH; terminais; os
resultados sdo apresentados em funcdo da concentracdao de colesterol na bicamada e também quanto ao
tipo de cauda considerada. No destaque, é apresentado uma ampliacdo do gréfico para a visualizagdo do
comportamento a maiores distancias dos CHj; terminais.

A Figura 4.22 apresenta a contagem do numero de moléculas de agua a partir dos
grupos CHj; terminais das caudas saturadas ou insaturadas; os valores foram calculados a
partir da integracao da funcdo de distribuicao radial de pares entre os grupos CH; terminais e
as moléculas de agua para os 100 ns finais de cada simulagdo. Uma primeira informacdo que
o grafico acima revela é que com aumento da concentragdo de colesterol, a verificacdo de
moléculas de solvente ocorre a distancias maiores, o que consiste na quantificacdo do
isolamento dos grupos CHj; terminais em relacdo a regido hidratada da bicamada discutido
anteriormente; o grafico revela também que, enquanto para a bicamada pura ndo é observada
diferenca de hidratacdo em relacdo ao tipo de cauda (as curvas verdes praticamente
coincidem), as modificacoes promovidas pelo colesterol dao origem a uma diferenca de
comportamento e as caudas insaturadas (sn-2) observam moléculas de agua a menores
distancias do que as caudas saturadas (sn-1). A acao do colesterol acentua a diferenca de
comportamento em relacdao ao tipo de cauda e, como pode ser observado no destaque do

grafico, para a bicamada com maior concentragdo de colesterol tal diferenca permanece
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mesmo a distancias superiores a 2 nm dos grupos CH3; (mas com a relacdo entre as caudas
invertida a partir de 1,65 nm), enquanto que para a bicamada de 20% colesterol, a diferenca

entre as caudas ja ndo é mais significativa.

O colesterol portanto reduz o acoplamento entre as faces da bicamada, reduzindo a
regido de interacdo entre as monocamadas. Mas a influéncia do desacoplamento sobre as
interacOes energéticas na bicamada ainda nao foi verificada.

A Figura 4.23 apresenta as energias de interacdo (termos de Coulomb e van der Waals)
internas a cada monocamada do sistema contendo 20% colesterol; os valores apresentados
referem-se somente as interacdes estabelecidas entre os lipidios componentes da monocamada
superior, ou somente entre 0s componentes da monocamada inferior. Como a bicamada possui
faces simétricas, o gréafico revela que o valor da interacdo coulombiana total entre os lipidios
constituintes da face superior (curva lilas) é equivalente a energia calculada nas interagdes dos
componentes da face inferior (amarelo escuro), com valores médios mutuamente
compreendidos nos respectivos desvios padrdao. O mesmo ocorre para as interacoes do tipo
van der Waals (curvas laranja e verde escuro), com valores médios das medidas também
compreendidas no erro um do outro.
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Figura 4.23 — Energia de interacdo (termos de Coulomb e van der Waals) estabelecidas somente entre os
lipidios constituintes da monocamada superior, ou somente entre os que compdem a monocamada
inferior. Os valores médios, e respectivo desvio padrdo, também sdo apresentados no grafico. Os dados
apresentados referem-se a bicamada contendo 20% de colesterol.

A figura anterior ilustra o comportamento observado para a bicamada contendo 20%

de moléculas de colesterol, mas o padrdo é o mesmo na bicamada pura e na de 40% colesterol
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(resultados ndo apresentados aqui). Portanto, a simetria das bicamadas é energética além de
estrutural (como observado na Figura 4.19) e a acao do colesterol, em igual concentragdo em
cada face, ocorre de forma equivalente nas duas monocamadas, ndo alterando o padrdo de
interacdo entre os componentes de cada face.

Calculado-se, entretanto, a energia de interacdo estabelecida entre os lipidios
componentes de uma monocamada e os constituintes da monocamada oposta (Figura 4.24), é
possivel observar o efeito resultante do desacoplamento promovido pela acdo do colesterol; a
interacdo entre as duas monocamadas ocorre somente por interacdes apolares (0s grupos
polares de cada face estdo muito distantes para que seja observada qualquer interacao
coulombiana; além disso, ha o meio apolar existente entre eles), por isso a interacdo entre as
monocamadas ocorre apenas por interacdoes do tipo van der Waals. Pelo grafico, observa-se
que a energia de interacdo entre as duas monocamadas, inicialmente em (-1615 + 132) kJ/mol
para a bicamada pura, é reduzida em aproximadamente 39% na bicamada contendo 20% de

moléculas de colesterol, e em cerca de 51% na contendo 40% colesterol.
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Figura 4.24 — Energia de interacdo (termos de Coulomb e van der Waals) estabelecidas entre os lipidios
constituintes da monocamada superior com os da monocamada inferior. Os valores médios, e respectivo
desvio padrao, também sdo apresentados no gréfico.

O colesterol portanto reduz a interacdo entre as duas faces da bicamada o que, aliado a
reducdo da interdigitacdo, a regido de interacdo entre as monocamadas, pode potencializar o
carater de acdo independente das faces; partindo da bicamada pura, uma estrutura pouco
ordenada na fase liquido-cristalina (ls), a condensacdo promovida pelo colesterol e o
consequente ordenamento das caudas dos fosfolipidios gradativamente resulta no

desacoplamento das monocamadas — de seu contato e interagdo. Numa concentragdo maior, a
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acdo do colesterol produz um comportamento mais ordenado na bicamada, que passa a exibir
propriedades de estruturas na fase gel (l,), e uma das consequéncias é a redugdo da interagao
entre as monocamadas que adquirem maior liberdade para agir independentemente uma da
outra. Estudos experimentais indicam que o processo de sinalizacao através de uma
membrana estd associado ao contato entre a duas monocamadas (Schmidt et al., 1978;
Diizgiines et al., 1988) e a acdo do colesterol sobre tal regido, reduzindo inclusive a interagao
energética entre as faces da membrana, pode consistir num dos mecanismos que o esterol

emprega para modular a transmissao de informacdo através da estrutura.

4.4 Conclusao

O estudo do efeito da concentracao de moléculas de colesterol sobre uma bicamada
possibilitou a verificacdo de que o colesterol promove a reducdo lateral (condensacdo) da
estrutura, alterando as propriedades desta. Foram avaliados elementos que indicam que a acao

do colesterol se da:

a) pela reducdo do volume ocupado pelos lipidios em funcdo do aumento da concentracdo de
colesterol, pois sua molécula ocupa um volume menor do que a de um fosfolipidio;

b) o favorecimento das interacGes energéticas entre os lipidios, intensificando principalmente
as interagcdes (Coulomb e VdW) estabelecidas entre os fosfolipidios;

c) a promocao de ligacdes de hidrogénio entre os lipidios.

Como consequéncia da maior coesdo dos lipidios, documentou-se a reducdo da area
por lipidio e o ordenamento das caudas dos fosfolipidios; o ordenamento, por sua vez, induz o
aumento da espessura da bicamada e de seu nicleo hidrofébico. As modificacdes na bicamada
promovidas pelo colesterol reduzem a permeabilidade da estrutura a agua (um solvente polar).
A trama de interacOes estabelecida entre os lipidios em presenca do colesterol também esta
relacionada a reducdo da mobilidade dos lipidios — sua difusdo através da estrutura — e

também de outras moléculas, e a consequente reducdo da fluidez da membrana.

Quanto a agdo sobre a regidao onde ocorre a interdigitacdo das caudas de ambas as

monocamadas, este estudo mostra que o colesterol gradualmente promove o desacoplamento
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das faces da bicamada, com a consequente reducdo da regido de interacao entre as duas faces;
observa-se também a reducdo da interagdo energética (VdW) estabelecidas entre os lipidios de
uma monocamada com o da monocamada oposta. A comparacao dos resultados obtidos para a
bicamada pura e da contendo 40% colesterol, indica que o colesterol induz a transicdo de fase
la-lo, € que o grande ordenamento caracteristico da fase gel implica numa menor interacao
entre as duas monocamadas da estrutura; como as duas monocamadas interagem menos em
contato e energia, elas podem assumir um comportamento mais independente uma da outra.
Este pode consistir num dos mecanismos pelos quais o colesterol regula as propriedades de

uma membrana, com implica¢des sobre o processo de sinalizagdo através da estrutura.

Também foi verificado que o colesterol restringe o acesso dos extremos das caudas dos
fosfolipidios a regido hidratada da bicamada e este efeito € maior sobre as caudas insaturadas
(que devido a restricao imposta pela dupla ligacdo, tém sua distribuicdo na bicamada mais
afetada). Este isolamento dos grupos CHj3 terminais e a perda de seu contato com a regido
hidratada da membrana também pode ter relacio com a agdo biolodgica de transmissdao de

informacao através da estrutura.

Um passo adicional na caracterizacdo da acdo do colesterol sobre a interagdo entre as
faces de uma membrana é o estudo de bicamadas assimétricas em proporcao de colesterol.
Membranas biologicas sao assimétricas e as implicacdes da diferenca de composicdo entre as
faces através de simulagOes computacionais desperta grande interesse (Yesylevskyy e
Demchenko, 2015; Lin e London, 2015). A comparacdo do acoplamento estabelecido em
sistemas de mesma quantidade de lipidios, mas dispostos em estruturas simétricas ou
assimétricas pode trazer novas informacoes sobre a acdo do colesterol na bicamada e que

implicacOes ha sobre as funcdes biolégicas que ele desempenha.
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5. Curcumina

5.1 Introducao

Compostos que apresentam propriedades antioxidantes sdo importantes para a
preservacao das propriedades de membranas biologicas, pois retardam a acdo de radicais
livres sobre as insaturacoes das caudas dos fosfolipidios. A ligacdo de uma molécula a cauda
insaturada é chamada de peroxidacdo e modifica a estrutura quimica do lipidio e,
consequentemente, também altera as propriedades da membrana podendo levar a degradagao
desta. Este fendmeno é associado a diversas doencas e ao processo de envelhecimento
(Ingolfsson et al., 2007; KosSinova et al., 2011). Os flavonoides sdo polifendis com grande
capacidade antioxidativa.

A compreensdo da acdao de moléculas sobre uma membrana requer o conhecimento de
como estas interagem com a membrana; polifen6is sdo moléculas anfipaticas (mas ndo sao
lipidios) e possivelmente participam da composicdo de uma membrana. Um passo importante
portanto é caracterizar a localizacdo e estabilizacdo destas moléculas em relacdo a estrutura
lipidica, abordagem acessivel através de simulacdes por dindmica molecular de bicamadas
que mimetizem a membrana de interesse.

Esforcos tém sido feitos a fim de entender os efeitos terapéuticos de moléculas com
acdo antioxidante, mas poucos focam na interacdo destas moléculas com as membranas
biolégicas e quais alteracdes elas promovem nas propriedades dindmicas da estrutura lipidica

(KoSinova et al., 2011).

Estudos experimentais indicam que a curcumina, um flavonoide com propriedades
antioxidantes, pode modular propriedades dindmicas de bicamadas fosfolipidicas (como
espessura, area por lipidio, e fluidez da membrana, por exemplo) (Ingolfsson et al., 2007;
Hung et al., 2008), possuindo acdo semelhante a observada em alguns peptideos
antimicrobianos. A literatura referente a interacdao de bicamadas e flavonoides entretanto é
muito mais restrita, se comparada a sobre peptideos antimicrobianos.

Andersen e colaboradores (Ingolfsson et al., 2007, 2014) relataram que em baixas

concentracoes a curcumina reduz a elasticidade de bicamadas, tornando-as mais rigidas e
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modulando a agdo de proteinas; como nenhum sitio ativo foi caracterizado, sua acdo é
atribuida a possiveis alteracdes que promove na estrutura lipidica.

Huang e colaboradores (Hung et al., 2008) observaram que a curcumina promove
pequenas reducdes na espessura de bicamadas DOPC — um afinamento da ordem de 1 A,
sendo a espessura da bicamada pura de aproximadamente 26,8 A — e propdem que sua
interacdo com a bicamada pode ocorrer em dois estados: na regido da interface entre os
fosfolipidios e a dgua, e em regides mais internas a membrana (e consequentemente de
caracteristica mais apolar). Outros estudos, entretanto, indicam que a acdo de varios
fitoquimicos que alteram propriedades de bicamadas se da essencialmente na regido de
interface entre as cabecas dos fosfolipidios e a dgua (KoSinova et al., 2011; Kope¢ et al.,

2013; Ingolfsson et al., 2014).

HO OH
OCHs H3CO

Figura 5.1 — Estrutura da molécula de curcumina. A molécula é anfipatica, mas apresenta grupos polares
em ambos os anéis, que constituem os extremos da estrutura, e também em sua regido aciclica central.

A curcumina é um flavonoide constituido de dois anéis aromaticos, com uma hidroxila
associada a cada um (ver Figura 5.1); a ligacao entre os dois anéis se da através de uma cadeia
aciclica onde também estdao presentes dois grupos carbonila. A molécula de curcumina é
simétrica em relacdo ao grupo (na representacdao de atomos unidos é um pseudo-atomo) CH,
que associa as duas carbonilas — o grupo/atomo CH, é o eixo de simetria da molécula. A
curcumina portanto é um polifenol de duas hidroxilas e formula C,H20g; é formada por 47
atomos, que na representacao de atomos unidos sdo reduzidos a 39, e, apesar de ser anfipatica,
apresenta grupos polares tantos nos extremos quanto na regido central da molécula — sua
estabilizacdo num ambiente de membrana deve ser um processo complexo.

A forma apresentada acima para a molécula de curcumina é chamada ceto-ceto; a
molécula possui uma variante tautomeérica, a ceto-enol, em que o par de elétrons da dupla
ligacdo de uma das carbonilas é deslocado para o atomo de oxigénio, que adquire carga
negativa. Para compensar a carga, ele retira um dos protons do grupo CH. central,

estabelecendo um novo grupo hidroxila; o grupo central passa a ser um CH com uma dupla
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ligacdo com a nova hidroxila. A forma ceto-enol ndo é simétrica, pois na regido central,
enquanto de um lado ha uma carbonila, do outro ha uma hidroxila, e é mais rigida devido a

dupla ligacao adicional.

Atualmente, hd poucos trabalhos que abordam a interacdo e estabilizacao da
curcumina em estruturas lipidicas através do enfoque computacional. Ja foram realizados
estudos sobre a complexacdao da curcumina com DNA (neste caso, o interesse € a atividade
antimutagénica atribuida a molécula) (Koonammackal et al., 2011); de docking com a
proteina MD-2 (relacionada a sinalizagdo por lipopolissacarideos; neste, com enfoque em sua
atividade anti-inflamatéria) (Wang et al., 2015).

Bagchi e colaboradores (Hazra et al., 2012) avaliaram a complexacao de moléculas de
curcumina em agua através de dinamica molecular; partindo de uma distribuicao aleatdria de
moléculas de agua e curcumina, observaram a agregacdo das moléculas (automontagem)
numa estrutura com ntcleo hidrofébico onde ocorre a relativa exclusao das moléculas de
agua, pois as moléculas de curcumina assumem conformacdes de forma a reduzir o contato da
regido apolar dos anéis com a agua — fendmeno que é mais intenso com o aumento da
concentrac¢do do flavonoide.

Samanta e Roccatano (2013) estudaram a interacdo da curcumina com polimeros
POE-PPO-POE (6xidos de polietileno e polipropileno) — que em solucdo aquosa agrupam-se
em estruturas semelhantes a micelas — com foco no encapsulamento do flavonoide para uso
em farmacos; observaram que as variantes mais hidrofébicas dos polimeros envolvem os
grupos apolares da molécula de curcumina, auxiliando na solvatacdo e estabilidade da
molécula em meio aquoso.

O foco deste trabalho sera a interacdo entre uma molécula de curcumina e bicamadas
fosfolipidicas POPC puras ou contendo 20 ou 40% de colesterol — todas simétricas em relagao
a composicdo das duas faces. Serdo avaliadas a localizacdo e a conformacdo predominantes
para a molécula em cada bicamada, bem como possiveis alteracoes nas propriedades de tais
membranas (em comparacdo com os valores obtidos no Capitulo 4). Por apresentar uma maior
liberdade conformacional e uma regido central menos polar (o que possivelmente implica em
maior afinidade pela bicamada), a forma ceto-ceto foi a empregada neste estudo — a mostrada

na figura anterior.
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5.2 Interacao da Curcumina com Bicamadas de Diferentes Concentracoes de Colesterol

Avaliar a interacdo entre uma molécula anfipatica (outros lipidios, peptideos, proteinas
de membrana, flavonoides, etc.) é, em principio, um processo simples: basta colocar a
molécula de interesse na caixa de simulacdo junto com a bicamada e avaliar sua interacdo.
Mas esta simplicidade é apenas aparente; numa simulacao convencional, ndo ha como garantir
que a molécula ira de fato interagir e penetrar a bicamada, ou em quanto tempo de simulacdo
isto vira a acontecer. A verificacdo empirica de que o fendmeno ocorre e uma adequada
parametrizacdo da molécula constituem fortes indicios, mas, mesmo assim, o tempo de
simulagdo pode ser inviavel para que este possa ser observado.

Considerando apenas os casos em que de fato a interagdo ocorre, e numa escala de
tempo razoavel (dezenas de nanosegundos, por exemplo), ainda sim a caracterizacdo do
fendmeno pode ndo ser satisfatoriamente estabelecida devido a um detalhe incomodo: a
interacdo observada pode ter sido fruto das condi¢Oes iniciais impostas ao sistema. A posicao
inicial relativa entre as moléculas pode vir a favorecer a interacdo entre a bicamada e o alvo e
garantir que esta também ocorre sob outras condigcoes iniciais pode requerer a simulagdo do
mesmo sistema partindo de uma distribuicdo inicial de posi¢es diferente— uma réplica do
sistema.

Simular o sistema em diversas condices iniciais possibilita a caracterizacdao da
interacao entre a molécula de interesse e a bicamada, provendo até dados estatisticos sobre o
fendmeno. Entretanto, a simulacdo de cada réplica pode implicar no mesmo tempo de
processamento que a simulacdo inicial, ou seja, cada condicdo inicial diferente resulta numa
nova simulacdo e o tempo de processamento sera proporcional a quantidade de réplicas —
novamente a barreira computacional se faz presente.

Se a caracterizagdo de um fendmeno exige que o sistema seja simulado sob diversas
condicOes iniciais, é conveniente entdo reduzir o conjunto de réplicas ao estritamente
necessario. Trouillas e colaboradores (KoSinova et al.,, 2011) estudaram a estabilizacdao da
quercetina (um flavonoide com propriedades antioxidantes) e alguns de seus metabdlitos em
relacdo a bicamadas DOPC puras. A alternativa proposta pelos autores para o estudo do
sistema sob diferentes situacGes foi partir de duas condicoes: (a) adicionar a molécula de
interesse na fase aquosa do sistema, distante da bicamada ja formada, e (b) inserir o alvo na

fase lipidica do sistema, ou seja, partir com a molécula dentro da bicamada.
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Estas duas situagOes iniciais, apesar de apenas duas, varrem um grande conjunto de
configuracoes, pois representam situagdoes muito distintas do sistema: partindo da fase aquosa
(a), a molécula anfipatica sofrerd mudancas em sua conformacdo de forma a minimizar a
interacao dos grupos apolares com a agua; este processo pode, ou ndo, resultar na
aproximacao e insercao da molécula na bicamada. Em (b), a molécula ja estd em um ambiente
apolar (a regido das caudas da bicamada) e pode vir a se estabilizar ou seus grupos polares,
buscando contato com a agua, podem fazer com ela migre para a regido de interface da
bicamada com a agua, ou até mesmo seja expulsa para a fase aquosa do sistema. Comparando
os resultados das duas situacOes, é possivel estabelecer a regidao e conformacdo em que a
molécula se estabiliza no sistema lipidico.

Neste trabalho, a interacdo da molécula de curcumina com bicamadas POPC puras ou
contendo colesterol sera avaliada sob estas duas situacOes e também partindo-se da
automontagem do sistema — condicdo que favorece a interacdo entre moléculas anfipaticas e
bicamadas pois o sistema parte de uma mistura aleatdria e a estabilizacdo da molécula ocorre
junto com a formacdo da bicamada. A seguir, faz-se uma discussdao mais detalhada das trés

condicOes iniciais avaliadas.

5.2.1 Método A: insercao da curcumina na fase aquosa

A primeira abordagem consiste em colocar a molécula na fase aquosa de uma caixa de
simulacdo contendo uma bicamada ja formada e estavel. Entrando em detalhes mais técnicos,
utilizou-se a configuracdo final das bicamadas estudadas no Capitulo 4; as moléculas de dgua
da caixa de simulacdao foram removidas e a molécula de curcumina inserida a no minimo 2
nm de distdncia do plano da bicamada; o sistema foi entdo reidratado' e a simulagdo
desenvolvida sob os parametros descritos na Secdo 2.3. Na reidratacdao do sistema garantiu-se
que as moléculas de agua nao fossem inseridas na regido das caudas dos fosfolipidios, o que
poderia desestabilizar a bicamada e comprometer o estudo da interacdo com o flavonoide.
Para garantir uma reidratacdo suave das cabecas dos fosfolipidios, uma opcdo é recorrer a

uma dinamica de restricdo curta, onde é imposta uma penalidade energética ao movimento

1 A quantidade de moléculas de agua inseridas é a mesma que havia anteriormente na caixa de simulagdo, de
forma a manter a proporcao de 35 moléculas de agua por lipidio. Para detalhes sobre a composicdo de cada caixa
de simulagdo, ver Apéndice.
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dos lipidios (esta também pode ser imposta a molécula do flavonoide), de forma a garantir
que no inicio da dindmica propriamente dita a bicamada ja esteja adequadamente hidratada.

A Figura 5.2 ilustra o método apresentando, para a bicamada contendo 20% colesterol,
um instante proximo ao inicio da simulagdo, com a molécula de curcumina (em preto) na fase
aquosa do sistema, e final, com o flavonoide ocupando a regido hidratada da bicamada.

Uma bicamada é constituida por uma regido hidrofébica central e pela dupla regido
das cabecas polares, que é hidratada. A imagem mostra, e isto serd quantificado mais adiante,
que a molécula de curcumina se estabiliza numa regido interna a bicamada, ou seja, no
interior da regido delimitada pelos atomos de fésforo das moléculas de POPC (esferas em

laranja).

Figura 5.2 — Configuracdo inicial (esq.) do sistema contendo uma bicamada POPC com 20% de
colesterol (POPC em azul, colesterol em rosa e curcumina em preto) e a molécula de curcumina na fase
aquosa. A direita, é apresentado o instante final da simulacdo, mostrando a molécula do flavonoide
ocupando a regido hidratada da bicamada. Na imagem, estdo destacados o atomo de fésforo dos
fosfolipidios (esferas em laranja) e o atomo de oxigénio das moléculas de colesterol (esferas em
vermelho).
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5.2.2 Método B: insercao da curcumina na fase lipidica

Neste segundo caso, a molécula de curcumina é inserida na regido das caudas dos
fosfolipidio, ou seja, dentro da regido apolar da bicamada. Isto pode ser feito utilizando-se o
programa InflateGRO (Kandt et al., 2007) para expandir a bicamada no plano xy (as
moléculas de agua sao removidas e as coordenadas de cada atomo de lipidio sao multiplicadas
por um fator maior do que 1) e inserir a molécula do flavonoide?, a bicamada é entdo
restituida através de contracdes pequenas e sucessivas em suas coordenadas, acompanhadas a
cada etapa pela minimizacdo da energia do sistema, até que a bicamada atinja um valor de
area por lipidio proximo do verificado antes da inser¢do da molécula. O sistema é entdo
reidratado seguindo-se as mesmas orientacoes da secdo anterior.

Outra opcdo é construir a bicamada com a molécula de curcumina em seu interior
utilizando a ferramenta online MemGen (Knight e Hub, 2015), ajustar as proporcoes de
moléculas (removendo moléculas, se necessario) e ir controlando a evolugdo inicial do
sistema através de dinamicas de restricao.

A Figura 5.3 mostra o instante inicial (esq.) da simulacio em que a molécula de
curcumina (em preto) foi inserida no interior de uma bicamada POPC (azul) com 20%
colesterol (rosa). Ap6s 200 ns de simulacdo (dir.), o flavonoide permanece no interior da

bicamada, mas migrou para a regido de interface da bicamada com a agua.

2 Expandir a bicamada antes de inserir a molécula garante que a quantidade e proporcdo de lipidios em cada face
seja preservada. Se a inser¢do for feita primeiro (concatenando as posi¢des da bicamada e da molécula), como
comumente ocorre em estudos com proteinas de membrana (que normalmente sdo muito maiores do que
flavonoides), o programa podera ter que remover lipidios onde houver sobreposicao.
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Figura 5.3 — Configuragdes iniciais (esq.) e final (dir.) do sistema uma bicamada com 20% de colesterol
(POPC em azul, colesterol em rosa e curcumina em preto). Neste caso, no inicio da simulacdo, a molécula
de curcumina ja estd dentro da bicamada, na regido apolar. Atomos de f6sforo dos fosfolipidios (esferas
laranjas) e oxigénio do colesterol (esferas vermelhas) também estdo destacados.

Figura 5.4 — Na automontagem, o sistema parte de uma mistura aleatéria de todos os componentes (esq.)
e a bicamada se forma com a molécula de curcumina participando do processo (dir.). O codigo de cores é
o mesmo da figura anterior.
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5.2.3 Método C: automontagem da bicamada em presenca da molécula de curcumina

O processo de automontagem (Esteban-Martin e Salgado, 2007) de uma bicamada
explora a tendéncia natural dos lipidios se agregarem quando em solucdo aquosa: partindo de
uma distribuicdo aleatéria de lipidios, dgua e outras moléculas de interesse, a partir das
interacOes entre os componentes, observa-se a formacdo de uma estrutura lipidica — como
discutido no Capitulo 1, a presenca de fosfolipidios possivelmente fara com que a estrutura
formada seja uma bicamada.

O método de automontagem é intuitivo e permite a obtencdo de bicamadas puras,
compostas e até de sistemas contendo outras moléculas, como proteinas. A constru¢dao da
célula inicial contendo a mistura aleatoria dos componentes é simples e pode ser feita a partir
de programas do proprio pacote GROMACS. Uma das principais vantagens do método é, uma
vez construida a caixa de simulacdo, praticamente ndo requerer qualquer tratamento do
sistema (ndo € preciso se preocupar se as moléculas de agua estdao proximas das caudas dos
lipidios, nem com a posicdo inicial de cada molécula). Iniciada a simulacdo, a estrutura
formada dependera unicamente das condigOes iniciais (posi¢cOes e velocidades) e das
interacOes entre 0s componentes; mas esta também é a maior fraqueza do método: como nao
ha controle/interferéncia sobre a estrutura em formacdo, ndo ha como garantir qual serad a
estrutura obtida e quanto tempo serd necessario para que seja obtida®, e a interacdo dos
componentes durante o processo de formacdo normalmente faz com que a bicamada obtida
seja assimétrica (a composicdo e/ou quantidade de lipidios em cada face podem ser diferentes)
e o estudo deste tipo de bicamada é bastante complicado, pois qualquer propriedade avaliada
pode sofrer alteracoes devido a assimetria do sistema.

A formacdo de uma bicamada POPC contendo 20% de colesterol e uma molécula de
curcumina é apresentada na Figura 5.4. A bicamada é formada com o flavonoide (em preto)
em seu interior. A formacdo desta mesma bicamada pode ser acompanhada sob outra
perspectiva na Figura 5.5; nesta, sio mostradas a posicdo, no eixo perpendicular ao plano
onde foi formada a bicamada, de cada atomo de fésforo (em magenta) de POPC e do atomo
de oxigénio (em ciano) de cada molécula de colesterol ao longo da simulacdo. Observa-se que

os lipidios inicialmente ocupam toda a caixa de simulacdo e em menos de 40 ns ja estdo

3 A automontagem de uma bicamada POPC pura, por exemplo, normalmente ndo é um processo longo, levando
até 100 ns (isto para a formacdo da estrutura, a estabilizacdo pode requerer outras dezenas de ns); a troca de
moléculas de POPC por colesterol torna o sistema ainda mais hidrofébico, o que resulta na formacdo da
bicamada em tempos de simulagdo menores.
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organizados numa estrutura de duas regides (os futuros planos das cabecas polares); a
organizacgao prossegue e, por volta dos 60 ns, ja estdo definidas as duas faces antiparalelas da
bicamada, com o colesterol ocupando preferencialmente regides mais internas a membrana —

a posicao da molécula de curcumina néo é apresentada.

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

t(ns)

Figura 5.5 — Automontagem da bicamada contendo 20% colesterol (as configuracdes inicial e final do
sistema foram apresentadas na Figura 5.4), acompanhada através da projecdo do atomo de fésforo
(magenta) das moléculas de POPC e do 4tomo de oxigénio (ciano) das moléculas de colesterol no eixo
perpendicular ao plano em que a bicamada se formou*.

5.2.4 Resultados

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos para a interacdo da molécula de
curcumina com bicamadas POPC contendo 0, 20 ou 40% de colesterol, segundo os métodos
de insercdo discutidos anteriormente. Sdo graficos da posicao de atomos caracteristicos dos
lipidios, e também da molécula curcumina, no eixo perpendicular ao plano da bicamada, e
possibilitam acompanhar a evolucdo temporal da interacdo do flavonoide com a bicamada.

Como a molécula de curcumina possui grupos polares tanto nos extremos quanto no
centro de sua estrutura, optou-se pela marcacao de trés atomos da molécula: os atomos de
oxigénio do grupo fenol (sob a denominagdo O2, sempre em verde nos graficos abaixo, e O6,
sempre em vermelho) e do pseudo-atomo CH, no centro da estrutura (denominado a partir

daqui por C11, sempre em preto nos graficos). A Figura 5.6 traz a molécula de curcumina sob

4 Na figura, tal eixo é apresentado como z, indicando que a bicamada se formou no plano xy. Isto é apenas por
padronizacdo (que também serd utilizada nos demais graficos do capitulo); numa automontagem, a bicamada
pode formar-se em qualquer plano (o xz, por exemplo, com y sendo o eixo perpendicular).
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a representacdo utilizada — comparando com a Figura 5.1, observe que somente os atomos de
hidrogénio necessarios para a satisfatéria reapresentacdo das caracteristicas da molécula sdo
explicitados; hidrogénios de grupos CH, CH. e CHs; de carbonos pouco reativos sao
representados como um unico atomo — e destaca como esferas os atomos acompanhados nas
analises.

Devido a simetria da molécula, O2 e O6 sdao atomos equivalentes — quimicamente ndo
ha como diferencid-los — mas estdo em extremos opostos da molécula, e possibilitardo uma
avaliacao da conformacdo da molécula ao longo da simulacdo (o flavonoide se estabiliza
paralelamente ao plano da bicamada, ou um dos anéis fica mais enterrado na estrutura?); a
informacgdo é complementada pelo atomo C11, que é apolar e constitui o eixo de simetria da
molécula (representaria o centro da regido apolar da molécula, se ndo estivesse ligado a uma

carbonila de cada lado).

Figura 5.6 — Molécula de curcumina na representacdo utilizada. Os atomos de carbono estdo em azul,
hidrogénios em branco e oxigénios em vermelho. Na figura estdo destacados como esferas os atomos cuja
posicdo (ou distribuicdo de posigdes) sera acompanhada nas analises.

Como pode ser observado nos graficos das figuras a seguir, as simulacdes possuem
duracdes diferentes; a maioria possui 200 ns, mas em alguns casos, teve que ser estendida pois
a estabilizacdo da molécula (ou a formagdo da bicamada, quando utilizada a automontagem)
exigiu mais tempo de simulacdo. As caixas de simulacdo em cada proporcdo de colesterol
possuem exatamente a mesma quantidade de componentes, mas as faces das bicamadas
podem, ou ndo, ser simétricas em composicdao (para mais detalhes sobre a composicado, ver

Apéndice).
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Figura 5.7 — Evolucdo temporal da interacdo entre a bicamada e a molécula de curcumina através da
projecdo de dtomos de interesse no eixo perpendicular ao plano da bicamada — A, B e C designam o
método utilizado para a insercdo da curcumina. Sdo apresentadas a posicdo média dos atomos de fésforo
das moléculas de POPC em cada face (por isso apenas uma curva, em magenta, e ndo uma para cada
atomo, como na Figura 5.5) e a posicdo dos trés &tomos marcados na molécula de curcumina. Os saltos
bruscos observados em A sdo fruto da condicdo periddica de contorno e indicam a entrada e saida dos
atomos da molécula da caixa imagem imediatamente acima ou abaixo (ver Secdo 2.1.5).
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Figura 5.8 — Interacdao da molécula de curcumina com bicamadas POPC contendo 20% de colesterol. Sdo
apresentadas as posicOes dos trés atomos marcados da curcumina (em verde, vermelho e preto) e a
posicdo média em cada face do atomo de fésforo das moléculas de POPC (em magenta) e do 4tomo de
colesterol das moléculas de colesterol (em ciano). As configuracdes inicial e final das bicamadas
contendo 20% colesterol, segundo os trés métodos de insercdo, foram apresentadas nas Figuras 5.2 a 5.4.
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Figura 5.9 — Interacao entre a molécula de curcumina e bicamadas POPC com 40% de colesterol. O fato
de ser apresentada a posi¢do média para os dtomos de fésforo (POPC) e oxigénio (colesterol), faz parecer
que em C a bicamada ja possui alguma ordenacdo desde o inicio da simulacdo; isto ndo esta correto, é
apenas um artificio do célculo empregado. Em todos os sistemas de automontagem, a posi¢do inicial dos
lipidios era aleatéria, ocupando praticamente toda a caixa de simulagdo (a Figura 5.5 representa melhor o
processo, pois mostra as coordenadas de todos os a&tomos de interesse individualmente).
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A andlise dos graficos das figuras anteriores mostra que, independentemente da
composicao da bicamada, a molécula de curcumina interage e penetra na estrutura (A);
permanece dentro da bicamada, mas migra para a regido das cabecas dos fosfolipidios (B); ou
interage com a bicamada em formacao, integrando a estrutura (C). Em todos os casos, os
graficos indicam que molécula ocupa a regido das cabecas polares, ou seja, a fase hidratada da
bicamada, evidenciando ainda que o aumento da concentracao de colesterol faz com que o
flavonoide passe a ocupar regides mais distantes do centro da bicamada; o que sugere a
questdo: o colesterol é uma barreira a penetracao da molécula? Isto sera discutido mais

adiante.

5.3 Efeitos da Curcumina sobre as Propriedades da Bicamada

Embora as simulagdes tenham sido realizadas com uma unica molécula, com uma
baixa concentracdo de curcumina no sistema®, é conveniente avaliar se hd alguma alteracdo
nas propriedades das bicamadas em funcdo da presenca do flavonoide. Isto sera feito através
da comparacdo com os valores obtidos no Capitulo 4; 14, entretanto, as faces das bicamadas
eram simétricas em composicdo, enquanto que no atual conjunto ha casos de bicamadas
simétricas e assimétricas — a comparacao deve ser feita levando isto em consideracao.

Os critérios para verificacdo da estabilidade das simulacoes foram os mesmos
empregados nos capitulos anteriores, compreendendo a verificacio da estabilidade das
variaveis macroscopicas do sistema, energia de interacdo dos componentes da bicamada
(como um todo) entre si e também com as moléculas de agua e, finalmente, verificacdo da
estabilidade de propriedades dinamicas da bicamada, como éarea por lipidio e espessura da
bicamada. Todas as andlises apresentadas a seguir, salvo se explicitado o contrario,

compreendem os 100 ns finais de cada simulacdo, impendentemente da duracao total desta.

A Tabela 5.1 apresenta os valores médios, e respectivo desvio padrao, calculados para
a area por lipidio e espessura da bicamada em cada simulacao. Também sdo apresentados os
valores obtidos para as bicamadas sem curcumina. A area por lipidio é dependente da
quantidade de componentes na face e a presenca da molécula de curcumina (que nao é um

lipidio) ndo é levada em consideracao; assim, para cada sistema contendo curcumina sao

5 A razdo entre flavonoide e lipidio é de 1/130 em todos os sistemas.
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apresentados dois valores diferentes para a area por lipidio: um para a face livre de curcumina

e constituida apenas por lipidios, outro para a face atacada pelo flavonoide.

Tabela 5.1 — Area por lipidio e espessura da bicamada, calculadas para os sistemas contendo 0, 20 ou
40% colesterol, com a molécula de curcumina inserida segundo os métodos A, B ou C. Os valores de
referéncia para a bicamada sem curcumina sdo os mesmos das Figuras 4.7 e 4.8.

Bicamada Area por lipidio (nm?) Espessura da
Face sem curcumina | Face com curcumina | Picamada (nm)

0% Colesterol — sem curcumina 0,662 + 0,011 3,88 + 0,14
0% Colesterol — com curcumina - A 0,663 + 0,010 0,654 + 0,014 3,90 £ 0,14
0% Colesterol — com curcumina - B 0,660 + 0,010 0,644 + 0,016 3,92 £ 0,14
0% Colesterol — com curcumina - C* 0,660 + 0,016 0,652 + 0,011 3,89 + 0,14
20% Colesterol — sem curcumina 0,530 + 0,008 4,39 + 0,10
20% Colesterol — com curcumina - A 0,532 + 0,008 0,507 £ 0,011 4,39 +0,12
20% Colesterol — com curcumina - B 0,534 + 0,010 0,525 + 0,012 4,36 + 0,10
20% Colesterol — com curcumina - C* 0,583 + 0,006 0,492 + 0,008 4,28 + 0,14
40% Colesterol — sem curcumina 0,458 + 0,006 4,57 + 0,14
40% Colesterol — com curcumina - A 0,456 + 0,005 0,433 + 0,006 4,55+ 0,12
40% Colesterol — com curcumina - B*® 0,459 + 0,005 0,432 + 0,006 4,61 +0,10
40% Colesterol — com curcumina - C* 0,472 + 0,006 0,418 + 0,006 4,67 + 0,20

* Bicamada de faces assimétricas.

Comecando pela espessura da bicamada, a analise dos dados indica haver pouca
influéncia da curcumina sobre a distancia entre os planos estabelecidos pelos atomos de
fosforo das duas faces da bicamada. Os valores obtidos para cada proporcao de colesterol sao
proximos e na maioria dos casos mutuamente compreendidos na barra de erro um do outro. A
molécula de curcumina, na concentracdo utilizada, ndo afeta a espessura da bicamada.

Para a area por lipidio, por outro lado, é possivel estabelecer correspondéncia, para
todas as concentragdes de colesterol, entre o valor obtido para a bicamada sem curcumina e os
casos em que o flavonoide foi inserido no sistema pelos métodos A e B. Isto considerando-se

a face ndo afetada pelo flavonoide.

6 Uma falha no processo de inser¢cdo da molécula de curcumina no interior da bicamada resultou numa bicamada
assimétrica (fenémeno normalmente associado somente a automontagem). A bicamada em questdo é simétrica
em quantidade de lipidios (cada monocamada possui 65), mas assimétrica em composicdo: enquanto a face
superior possui duas moléculas de colesterol a mais do que a outra monocamada, a inferior possui duas
moléculas de POPC a mais.
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A comparacado dos valores calculados para as faces sem e com curcumina revela que a
presenca desta reduz a area por lipidio da face em que a molécula estd presente; isto é
verificado para todas as simulacdes e é um fendmeno esperado, pois a area ocupada pelo
flavonoide é desconsiderada no célculo’, restando uma drea menor, se comparada a face livre,
para a divisdo entre os lipidios. Considerando as bicamadas onde é possivel estabelecer a
correlacdo (para a face livre) com os valores de referéncia, a reducdo média para a area por
lipidio é de 0,011 nm? para as bicamadas puras, 0,017 para as contendo 20% colesterol e
0,025 para as de 40% colesterol. Avaliando-se o efeito de uma tnica molécula de curcumina,
ndo é possivel estabelecer se a reducdo da area por lipidio é devido apenas a exclusdo da area
ocupada pelo flavonoide (que ndo necessariamente é a mesma em cada simulacdo pois, como
serd abordado mais adiante, a conformacao preferencial da molécula muda com o aumento da
concentracdo de colesterol), ou se de fato ha um efeito de condensacdo, como ocorre para o
colesterol.

As bicamadas com 20 e 40% colesterol obtidas pela automontagem apresentam
grandes discrepancias em relacdo aos valores de referéncia para a area por lipidio (também
sdo os casos em que foram obtidas as maiores diferencas para a espessura da bicamada). Tais
bicamadas sdo altamente assimétricas, razao das diferencas observadas — a bicamada de 40%,
por exemplo, possui 8 lipidios a mais na face superior, que é a afetada pela curcumina, em
relacdo a sua face inferior, e por isso apresenta o menor valor para a area por lipidio®; o
Apéndice traz detalhes quanto a composicdo de cada sistema e sobre a distribuicao dos
lipidios entre as faces. Ha ainda duas outras bicamadas assimétricas no conjunto, mas estas
possuem diferencas de apenas 2 lipidios entre as faces, motivo pelo qual suas propriedades

apresentaram boa correspondéncia com os valores de referéncia.

As Figuras 5.10 e 5.11 mostram, respectivamente, o parametro de ordem dos atomos
das caudas saturadas e insaturadas das bicamadas contendo 20% colesterol; para fim de
comparac¢do, também sdo mostrados os valores de referéncia obtidos das bicamadas sem

curcumina. Os gréficos evidenciam ndo haver diferenca significativa no ordenamento das

7 O algoritmo foi ajustado para o GridMAT-MD considerar qualquer atomo de curcumina a menos de 1,3 nm de
qualquer atomo representativo dos lipidios da bicamada (fésforo do POPC e oxigénio do colesterol) como
competindo pela 4rea do plano da bicamada (xy). Assim, quanto mais dtomos de curcumina estiverem dentro do
raio, e quanto mais préximos estiverem do plano da bicamada, maior serd a sua se¢do transversal no plano da
bicamada, e maior serd a érea atribuida ao flavonoide. Considera-se que 4&tomos que estejam a mais de 1,3 nm
ndo afetam a bicamada e consequentemente ndo influenciam no célculo da area por lipidio.

8 Bicamadas automontadas contendo colesterol podem apresentar faces diferentes tanto em relagdo a quantidade
de moléculas de fosfolipidio quanto de colesterol, o que pode resultar em sistemas altamente assimétricos.
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caudas dos fosfolipidios em presenca ou ndo da molécula de curcumina; os valores calculados
para os trés métodos de insercdo sdo bastante préximos entre si e do valor de referéncia para a
concentracdo de 20%. Novamente, os valores que mais destoam do conjunto sdao os obtidos
para a bicamada automontada (C).

A mesma correspondéncia de valores verificada para as bicamadas contendo 20%
colesterol também ocorre nas concentracdes de 0 e 40% colesterol (valores ndo apresentados),
0 que possibilita concluir que a curcumina ndo afeta a ordenagdo das caudas dos fosfolipidios,
comportamento condizente com uma molécula que ocupa essencialmente a regido das cabecas

dos fosfolipidios.

0.45 -+ 1 1 1 1 1 1 1 1 I I I I I I 1
T | Semcurcumina
0.4 1 0% Colesterol I
' T | —=— 20% Colesterol r
T | —#— 40% Colesterol T
0351 T
03f z
o 1 :
w 025 T
02 +
0.15 {} Com curcumina -T
T | —— 20% Colesterol - A r
+ 20% Colesterol -B =
01 | —«— 20% Colesterol - C +
0.05 1 1 I I 1 1 1 I I 1 1 1 I 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Atomo de carbono
Figura 5.10 — Pardmetro de ordem dos atomos de carbono das caudas saturadas dos fosfolipidios. Sdo
apresentados os valores para as bicamadas de 20% de colesterol com curcumina e também os valores de
referéncia, ja apresentados na Figura 4.9, para bicamadas sem o flavonoide.
0.4+ 1 1 1 I I 1 1 1 1 I I 1 1 1 I I I
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

Figura 5.11 — Parametro de ordem dos atomos de carbono das caudas insaturadas dos fosfolipidios para

Atomo de carbono

as bicamadas contendo 20% colesterol.
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Anadlises da distribuicdo dos grupos CH; terminais das cadeias aciclicas dos
fosfolipidios ndo revelaram diferencas significativas em relacdao aos resultados obtidos para as
bicamadas sem curcumina. Os perfis de densidade em funcdo da distancia ao centro da
bicamada para os métodos A e B sdo simétricos, como os obtidos no Capitulo 4 (sem
curcumina), o que, aliada a verificagdo de que a curcumina ndo ordena as caudas dos
fosfolipidios, revela que a presenca da curcumina na bicamada influencia pouco a dinamica
das cadeias aciclicas. Para o método C, com automontagem, a distribuicao de fosfolipidios e
moléculas de colesterol ndo é simétrica em cada monocamada e por isso os perfis de
densidade obtidos ndo sdo simétricos, mas isto é efeito do método e ndo da presenca da
curcumina. Estes resultados, que ndo sdo aqui apresentados, revelam que a curcumina ndo

afeta o acoplamento entre as faces da bicamada.

Das propriedades analisadas, a tinica que apresentou modificacdes em fungdo da
presenca de curcumina foi a area por lipidio da face da bicamada onde a molécula esta
presente. Espessura, parametro de ordem e acoplamento entre as faces sdo propriedades
relacionadas principalmente a regido apolar da bicamada; alteracdes na regido das cabecas
polares, como a troca de parte dos fosfolipidios de um tipo pelos de outro (em bicamadas
POPC/POPG ou POPC/POPE, por exemplo), podem resultar em modificacdes em tais
propriedades (Murzyn et al., 2005; Leftin et al., 2014)°, mas este ndo é o caso para uma Gnica
molécula de curcumina'®. Portanto, a tnica alteracio observada foi numa propriedade
fortemente dependente de alteracdes na regido das cabecas dos fosfolipidios, justamente a
regido que as Figuras 5. 7 a 5.9 indicaram que a molécula ocupa.

A acdo da curcumina, na concentracdo estudada, se restringe portanto a regiao polar da
bicamada, onde se verifica a presenca da molécula. Mas a curcumina de fato se estabiliza
nesta regido; e qual a influéncia, se ha, da concentracao de colesterol na interacdo entre a

molécula e a bicamada?

9 A diferenca entre moléculas de POPC, POPE e POPG esta unicamente no grupo caracteristico do fosfolipidio;
as caudas sdo idénticas (ver Secdo 1.3). Portanto, diferencas de espessura observadas entre uma bicamada POPC
pura e uma POPC/POPG, por exemplo, se devem a interacdes estabelecidas na regido das cabecas dos
fosfolipidios.

10 Trouillas e colaboradores (KoSinova et al., 2011) também ndo verificaram alteracdes significativas nas
propriedades de bicamadas puras DOPC em fungdo da presencga de uma tinica molécula de quercetina.
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5.4 Estabilizacao da Molécula de Curcumina

A Figura 5.12 apresenta o perfil de densidade dos componentes do sistema contendo
40% de colesterol (método B) e exemplifica a estrutura de uma bicamada com a curcumina
interna a estrutura. Como o perfil é uma média temporal, ele mostra que a molécula do
flavonoide encontra-se estabilizada na regido hidratada da bicamada, localizando-se dentro da
distribuicdo obtida para as carbonilas das caudas do POPC, com uma curva muito semelhante

a observada para o oxigénio da hidroxila do colesterol.
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Figura 5.12 — Perfil de densidade dos componentes de uma bicamada contendo 40% colesterol (método
B) e curcumina. Sdo apresentadas as distribui¢cées da dgua (azul) e dos componentes da bicamada: POPC
(rosa), colesterol (laranja) e curcumina (amarelo, com a 4rea sob curva preenchida para destacar a
distribuicdo). Para possibilitar a localizacdo da molécula no interior da bicamada, sdo apresentadas as
distribui¢oes para o dtomo de fésforo (magenta) e das carbonilas dos fosfolipidios (roxo), e também do
atomo de oxigénio do colesterol (ciano). As duas faces ndo sdo simétricas em relacdo ao centro da
bicamada devido ao fato das faces ndo possuirem as mesmas quantidades de componentes.

O critério utilizado para avaliar se a curcumina esta dentro ou nao da bicamada, como
evidenciado nas Figuras 5.7 a 5.9, é posicdo dos atomos de fosforo das moléculas de POPC
em cada face, pois sdo eles que definem o plano da bicamada. Assim, se a molécula ocupa
posicOes internas ao pico da distribuicdo dos atomos de fosforo, ela integra a bicamada. A
distancia entre o pico do perfil de densidade da curcumina e o dos 4tomos de fésforo portanto
foi usado como parametro para se avaliar quanto a molécula se internaliza a estrutura (a
distancia em relacdo ao centro da bicamada também serviria a este propdsito, mas em

bicamadas assimétricas as distribuicbes podem ndo ser equivalentes para as duas
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monocamadas). Os dados obtidos para a posicdo do flavonoide na bicamada sdao apresentados
na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Distancia entre a molécula de curcumina e o plano da bicamada (posi¢do média dos atomos
de fésforo dos fosfolipidios). Também sdo relacionadas as distancias em relagdo aos atomos de oxigénio
das moléculas de colesterol. Os valores referem-se aos 100 ns finais de cada simulagéo.

Bicamada d(Propc — Curc.) (nm) d(Prorc — Ocotestero) (NIM)

0% Colesterol - A 0,90 + 0,08 -

0% Colesterol - B 0,73 £ 0,07 -

0% Colesterol - C 0,75 + 0,08 -
20% Colesterol - A 0,71 + 0,09 0,54 + 0,09
20% Colesterol - B 0,70 + 0,09 0,53 £ 0,09
20% Colesterol - C 0,70 + 0,09 0,52 + 0,09
40% Colesterol - A 0,0+0,1 0,39 +£0,10
40% Colesterol - B 0,38 + 0,09 0,57 £ 0,09
40% Colesterol - C 0,0+0,1 0,39 +£0,10

0% Colesterol - Média 0,79 + 0,08 -
20% Colesterol - Média 0,70 + 0,09 0,53 + 0,09
40% Colesterol - Média 0,13 £ 0,10 0,45 + 0,10

Na tabela acima, sdo apresentados os valores médios para a posicao da molécula de
curcumina em relacdo a posicao dos atomos de fésforo (P) dos fosfolipidios; para efeito de
comparagao, também sdo apresentadas as distancias médias dos atomos de oxigénio das
moléculas em relacao ao plano da bicamada. Diferentemente do que ocorre com a curcumina,
que esta presente somente numa das faces, ha dois valores para a distancia Ppopc-Ocolesterol, UM
para cada face da bicamada; os valores apresentados na Tabela 5.2 sdo a média destes dois
valores. As ultimas trés linhas da tabela apresentam o valor médio obtido sobre os trés
métodos de insercao (média do calculado em A, B e C, para cada concentracdo de colesterol).

A andlise dos dados da tabela revela que a molécula de curcumina ocupa regioes
internas as bicamadas de menores concentracao de colesterol, 0 e 20%, enquanto que nas
bicamadas contendo 40% colesterol sua posicao fica préxima, ou no limite, entre a bicamada
e a fase aquosa. Portanto, em todos os casos, a estabilizacdo da curcumina ocorre na regiao
hidratada da bicamada. Os dados mostram também que, apesar de sempre ocupar regioes
internas a bicamada, a distribuicao de posi¢des da curcumina varia com a concentragao de

colesterol no sistema: enquanto nas bicamadas puras a molécula estabiliza-se 0,79 nm adentro
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da bicamada, este valor cai para 0,70 nm nas bicamadas contendo 20% colesterol, e 0,13 nm
nas de 40%. Portanto, a presenca do colesterol consiste numa barreira a internalizacdo da
molécula do flavonoide a estrutura. Tal fendmeno, pode-se cogitar, consiste apenas numa
maior dificuldade em penetrar a estrutura em funcao da condensacdao promovida pelo
colesterol na bicamada — em tempos de simulacdo maiores, a molécula poderia atingir a
mesma posicdo de equilibrio verificada na auséncia de colesterol — mas este ndo é o caso, pois
o fendmeno também é verificado nas bicamadas em que a curcumina foi inserida na fase
hidrofébica do sistema (B); o flavonoide ocupa regioes cada vez mais externas a bicamada
devido as modificacGes promovidas pelo colesterol nas propriedades da bicamada (ver Secao
4.3.3).

Tal expulsao da estrutura em fung¢do do aumento da concentracdo de colesterol, é um
fendmeno que também ocorre com o proprio colesterol: para a concentracdo de 20%, os
atomos de oxigénio da hidroxila do colesterol estdao, em média, 0,53 nm internos ao plano da
bicamada, enquanto que nas bicamadas com 40% colesterol o valor é reduzido a 0,45 nm,
mais proximos da fase aquosa portanto.

A comparacao da distancia Proprc - Ocolesierol COmM 0 valores obtidos nas bicamadas sem
curcumina, (0,54 £ 0,09) nm para 20% colesterol e (0,39 + 0,10) nm para 40%, revela boa
correspondéncia com as bicamadas com o flavonoide e indica que a curcumina ndo afeta

significativamente a dindmica das moléculas de colesterol da estrutura.

5.5 Conformacao da Molécula no Ambiente de Bicamada

Utilizando-se perfis de densidade para determinados atomos marcados na molécula de
curcumina — 02 e 06 sdo os oxigénios dos grupos fendlicos e encontram-se nos extremos da
molécula, e C11 é o grupo CH, na regiao central da molécula — é possivel avaliar as
conformacgoes que a molécula de curcumina assume dentro da bicamada. As Figuras 5.13 a
5.15 apresentam os perfis de densidade para tais atomos; nelas a distribuicao de posi¢oes dos
atomos de foésforo do POPC e oxigénio do colesterol foi suprimida, sendo mostrada apenas a

posicao de seus picos através de setas indicativas.
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Figura 5.13 — Perfis de densidade de determinados 4tomos da molécula de curcumina nas bicamadas
sem colesterol: O2 (em verde) e O6 (em vermelho) sdo quimicamente equivalentes e localizam-se em
extremos opostos e simétricos da molécula, j4 C11 estd localizado na regido central da molécula, que
possui carater mais apolar. Os picos das distribuicdes dos atomos de fésforo dos fosfolipidios da
respectiva bicamada é apresentado através setas (em magenta), com a finalidade de delimitar a regido da
bicamada.
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Figura 5.14 — Perfis de densidade para determinados dtomos da molécula de curcumina nas bicamadas
contendo 20% de colesterol. Os destaques apresentados em alguns graficos servem apenas para
exemplificar possiveis conformagdes que a molécula assume na bicamada, mas ndo possuem nenhum
caréter estatistico.
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Figura 5.15 — Perfis de densidade de determinados dtomos da molécula de curcumina estabilizadas nas
bicamadas POPC contendo 40% de colesterol. E importante considerar que O2 e O6 sdo quimicamente
equivalentes, pois a molécula é simétrica; assim, é possivel trocar a curva verde pela vermelha, e vice-

versa, em qualquer simulagao.
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A andlise dos graficos das figuras anteriores sugere que ha modificagdio na
conformacdo predominantemente na molécula de curcumina em funcdo do aumento da
concentracdo de colesterol na bicamada. Enquanto nas bicamadas sem colesterol a molécula
assume uma conformacdo em que O2 e O6 estdo ambos voltados para interface com a agua e
C11 permanece mais enterrado na bicamada (uma conformacdo semelhante a um “V”), nas
bicamadas com 20% colesterol a conformacdao muda para uma estrutura em que somente um
dos oxigénios (e consequentemente o anel a que esta ligado) esta voltado para a fase aquosa,
enquanto o outro acompanha a posicao de C11, sugerindo uma conformacao semelhante a um
“L”.

Embora s6 seja possivel estabelecer uma conformacdo majoritaria no caso das
bicamadas sem colesterol (nas bicamadas em que ha colesterol, nem sempre A, B e C sdo
equivalentes), os graficos evidenciam que a conformacdo de estabilidade da molécula do
flavonoide é alterada em funcdo da presenca de colesterol no sistema, principalmente
levando-se em consideracdo que O2 e O6 sdao quimicamente equivalentes e que em qualquer
grafico é possivel trocar a curva verde pela vermelha, e vice-versa.

Os destaques mostrados nos graficos possuem apenas carater ilustrativo, apresentando
conformacg0Oes possiveis para a molécula na respectiva bicamada. Considerando entretanto o
angulo estabelecido entre os atomos 02-C11-06, é possivel quantificar a frequéncia com que
tais conformacdes ocorrem; a Figura 5.16 traz o histograma da distribuicdo angular da
molécula de curcumina em cada concentracdo de colesterol (os valores sio a média dos
obtidos para A, B e C) e mostra que nas bicamadas puras predominam conformacdes mais
abertas, com o angulo 02-C11-06 entre 80 e 125° enquanto que nas bicamadas com 20%
colesterol sdo mais frequentes valores entre 45 e 105°, e para as com 40%, entre 15 e 85°.

O aumento da concentracdo de colesterol na bicamada portanto induz modificacdes na
conformacao de estabilidade da molécula de curcumina: na auséncia de colesterol, a molécula
assume conformacdes mais abertas, com os anéis mais distantes um do outro; a condensagao
da bicamada promovida pelo colesterol gradualmente expulsa o flavonoide para regides mais
externas da bicamada, o que resulta em conformac¢oes mais fechadas, com maior proximidade
entre os anéis. Este comportamento é condizente com uma maior exposicdo da molécula ao
solvente — a fim de reduzir o contato com a dgua, a molécula emparelha os anéis diminuindo a
superficie de contato.

Na Figura 5.17, o grafico da distribuicao radial de pares entre os atomos de hidrogénio
das hidroxilas da curcumina e os atomos de oxigénio das moléculas de agua, mostra que,

embora ndo haja mudanca significativa na distancia das primeiras camadas de solvatacao
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(aproximadamente a 0,17 e 0,34 nm), o aumento da concentracao de colesterol faz com que o
flavonoide interaja com um ntimero maior de moléculas de agua. A diferenca observada entre
as curvas acompanha o padrdo obtido para distancia Ppopc-Ocolesero, COM a molécula mais
préxima e mais exposta a fase aquosa em 20% do que em 0%, mas por uma diferenca
pequena, e uma grande variacdo para as bicamadas contendo 40% colesterol, caso em que o

flavonoide ocupa posi¢des na interface entre a estrutura e a fase aquosa.
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Figura 5.16 — Histogramas para a medida do angulo O2-C11-O6 da molécula de curcumina em cada
composicao de bicamada. Os valores apresentados sdo médias para os 50 ns finais de A, B e C.
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Figura 5.17 — Distribuicdo radial de pares entre os atomos de hidrogénio das hidroxilas da curcumina e o
oxigénio das moléculas de agua para as bicamadas do método A (para B e C, os resultados obtidos sdo
semelhantes e ndo apresentados). A diferenca entre as curvas segue o padrdo observado para a distancia
entre a curcumina e o plano da bicamada (Tabela 5.2).

5.6 Interacoes Energéticas Estabelecidas pela Curcumina

As tabelas a seguir trazem os valores obtidos para as interacOes energéticas
estabelecidas pela curcumina em cada simulagao, e também os valores médios calculados para
cada concentracdo de colesterol.

Na Tabela 5.3, sdo apresentados os valores médios, e respectivo desvio padrdo, para a
interacdo total (somas dos termos VAW e Coulomb) entre a curcumina e as moléculas de
POPC, colesterol e também com a agua (ver nota da pag. 75). Os valores indicam que o
aumento da concentracdo de colesterol favorece a interacdo entre o flavonoide e os
fosfolipidios, com valores de interacao (por molécula de POPC) mais favoraveis na presenca
do esterol; a interacdo entre curcumina e colesterol, aparentemente ¢ menor no sistema com
40% colesterol, mas neste caso as barras de erro impossibilitam uma conclusdo. Quanto a
interacao com a agua, também é observada uma gradual reducao em funcdo do aumento da
concentragdo de colesterol, fendmeno possivelmente relacionado as mudangas
conformacionais que a curcumina sofre pois, embora esteja mais proxima de um nimero
relativamente maior de moléculas de 4gua, uma conformacao fechada (menor angulo O2-C11-

06) reduz a possibilidade de interagdo com o solvente'.

11 Os valores obtidos para a interacdo entre a molécula de curcumina e a agua sdo totalmente dependentes do
critério adotado para a normalizacdo. Ainda sim, possibilitam a comparacdo entre a interacdo nas diferentes
bicamadas.



Tabela 5.3 — Interacdo energética (Coulomb + VdW) da molécula de curcumina com os demais

componentes.

Energia de interacao Curcumina — x (kJ/mol.K)

Bicamada

POPC Colesterol A
(por POPC) (por Colesterol) Lt
0% Colesterol - A -2,15+ 0,34 - 111+ 71
0% Colesterol - B -2,42 + 0,25 - -113 £ 52
0% Colesterol - C -2,23+0,31 - -139 + 67
20% Colesterol - A -2,35+0,38 -0,52 + 0,50 -93 £ 59
20% Colesterol - B -2,48 £ 0,30 -0,04 + 0,08 -94 + 43
20% Colesterol - C -2,55 + 0,32 -0,52 + 0,35 -116 + 56
40% Colesterol - A -2,94 + 0,64 -0,14 £ 0,13 -129 + 39
40% Colesterol - B -3,47 £ 0,59 -0,28 + 0,21 -66 + 32
40% Colesterol - C -3,11 + 0,52 -0,35 £ 0,23 -71+30
0% Colesterol - Média -2,27 + 0,30 - -111 + 63
20% Colesterol - Média -2,46 + 0,33 -0,36 + 0,31 -101 £ 53
40% Colesterol - Média -3,17 + 0,58 -0,27 £ 0,19 -88 + 34

Tabela 5.4 — Numero médio de ligagdes de hidrogénio estabelecidas pela curcumina com os demais

componentes do sistema.
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Numero médio de ligacées H entre a molécula de curcumina e:
Bicamada POPC Colesterol Curcumina Agua*

(por POPC) x 103 (por Colesterol) x 10° x 103 gua
0% Colesterol - A 11+5 - 0+0 1,51 +£ 0,58
0% Colesterol - B 5+4 - 2+130 1,53 £ 1,06
0% Colesterol - C 6+5 - 6+5 3,04 +1,30
20% Colesterol - A 1+9 +0 12 £ 108 1,56 + 1,06
20% Colesterol - B 10+7 +0 11 + 106 1,16 + 0,75
20% Colesterol - C 1+4 17£19 7+ 82 2,04 £ 0,91
40% Colesterol - A 12+6 9+10 3+59 3,00 + 1,20
40% Colesterol - B 13+4 0,06+1 2+40 1,72 £ 0,92
40% Colesterol - C 12+7 1+5 10 £ 110 1,90 + 0,94
0% Colesterol - Média 7+5 - 3+45 2,03 + 0,98
20% Colesterol - Média 7+7 6+6 10 + 99 1,59 + 0,91
40% Colesterol - Média 12+6 3+5 5+70 2,21 + 1,02

* Valores normalizados pela integracdo de g(r) até 2* camada de solvatacdo em cada caso.

** Valores ndo normalizados.
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A Tabela 5.4 mostra o nimero médio de ligacGes de hidrogénio estabelecidas entre a
molécula de curcumina com os demais componentes do sistema'’. Os dados sugerem um
padrao semelhante ao observado para as interagdes VdW-+Coulomb: o aumento da
concentracdo de colesterol favorece a interacao curcumina-POPC também por ligacdes de
hidrogénio; a interagdo com o colesterol e com agua (atencao as escalas) aparentemente
permanecem constantes, mas as barras de erro impossibilitam uma conclusdao. Pelo mesmo
motivo, também ndo é possivel avaliar de forma conclusiva o efeito da composicdo da
bicamada sobre as ligagdes H intramoleculares, mas os dados sugerem que as mudancas
conformacionais verificadas nao favorecem ligacdes entre as duas hidroxilas da molécula,

mesmo nas bicamadas de 40% colesterol, onde os anéis estao mais préximos.

5.7 Conclusao

O estudo da interacdo entre a molécula de curcumina e bicamadas POPC com 0, 20 ou
40% colesterol possibilitou a verificacdo de que o flavonoide interage com as bicamadas,
estabilizando-se na fase hidratada da estrutura, em acordo com o observado com outros
fitoquimicos (KoSinova et al.,, 2011; Kopec¢ et al., 2013; Ingolfsson et al., 2014). Foram
utilizados trés métodos de insercdo da molécula (na fase aquosa do sistema, na fase lipidica
apolar, e por automontagem da bicamada em presenca da molécula) e em todos os casos a

interacdo ocorreu.

Perfis de densidade da posicao da molécula em relacdo a bicamada mostraram que esta
se estabiliza dentro da estrutura lipidica, mas que o aumento da concentracao de colesterol
gradativamente exclui a molécula para regides mais préximas a interface com dagua,
aumentando a exposicdo do flavonoide ao solvente. A fim de proteger a regido apolar da
molécula, sua conformacdo muda; das estruturas abertas em forma de “V” com os dois grupos
fenolicos voltados para fase aquosa nos sistemas de bicamadas puras, passa a formas em “L”
nas bicamadas contendo 20% de moléculas de colesterol, com o angulo entre os oxigénios das
hidroxilas e o grupo CHj3 central apresentando valores proximos a 90 graus e somente um dos

anéis voltados para a agua. Na concentracao de 40% colesterol, a estrutura revela-se ainda

12 As ligacdes de hidrogénio foram analisadas a partir de uma extensdo de 10 ns de simulacdo com a trajetdria
sendo salva a cada 1 ps.



126

mais fechada, com o empilhamento dos dois anéis, buscando minimizar a quantidade de faces

em contato com a agua®.

A analise das interagOes energéticas estabelecidas entre a molécula de curcumina e os
demais componentes do sistema revela que o aumento da concentracdao de colesterol favorece
a interacdo entre flavonoide e fosfolipidio (VAW + Coulomb, e ligacoes de hidrogénio); nao
foi possivel avaliar se interacdo curcumina-colesterol permanece estavel ou é reduzida com a
maior disponibilidade de moléculas de colesterol no sistema, mas os valores indicam uma

clara preferéncia pela interacao curcumina-POPC, também por ligacoes de hidrogénio.

Em funcdo da baixa concentracdao (foi utilizada uma tnica molécula), ndao foram
verificadas mudancas significativas em propriedades estruturais devido a acdo da curcumina;
espessura da bicamada, parametro de ordem e acoplamento entre as faces nao foram alterados,
se comparados com os resultados obtidos anteriormente para bicamadas sem curcumina. A
area por lipidio da face livre de curcumina também ndo sofreu alteracdes, mas na face atacada
pela molécula observa-se uma reducdo da area por lipidio, reducdao que é acentuada pelo
aumento da concentracdo de colesterol. Tal alteracdo, e o fato da molécula integrar a estrutura
em todas as simulagOes, sdo indicios de que o flavonoide possui capacidade de localmente
modificar as propriedades de uma membrana, principalmente em regides de baixa
concentracdo de colesterol, ou seja, onde a estrutura é mais fluida.

O avanco no estudo e caracterizacao das interagdes da curcumina com uma membrana

passa portanto por uma abordagem com uma maior concentracdo do flavonoide no sistema.

13 Os resultados obtidos, principalmente os sobre a variacdo conformacional da molécula, referem-se a forma
ceto-ceto e nao necessariamente podem ser estendidos a forma ceto-enol, que é mais rigida e possivelmente
apresenta menor liberdade conformacional.
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Tabela A1 — Quadro-resumo das simulacdes: composicdo das caixas e tempo total de simulacao.

. . o Composicao Tempo de
Simulacao Descricao ; . ~
POPC | Col. | Curc. | Agua | simulagdo (ns)
Bicamada pura / . o
0% Colesterol Bicamada POPC pura (0% colesterol) | 130 - - 4550 350
20% Colesterol Bicamada POPC com 20% Colesterol 104 26 - 4550 350
40% Colesterol Bicamada POPC com 40% Colesterol 78 52 - 4550 350
Bicamada POPC pura (0% colesterol)
0% Colesterol —A | e curcumina inicialmente inserida na 130 - 1 4550 200
fase aquosa do sistema
Bicamada POPC pura (0% colesterol)
0% Colesterol - B e curcumina inicialmente inserida 130 - 1 4550 200
dentro da bicamada
1 0,
0% Colesterol — C Bicamada POP(; pura (0% colesterol) 130 ) 1 4550 350
e curcumina automontada
Bicamada POPC com 20% colesterol
20% Colesterol — A | e curcumina inicialmente inserida na 104 26 1 4550 200
fase aquosa do sistema
Bicamada POPC com 20% colesterol
20% Colesterol — B e curcumina inicialmente inserida 104 26 1 4550 200
dentro da bicamada
20% Colesterol - |  Dicamada automontada POPC 104 | 26 | 1 | 4550 200
com 20% colesterol e curcumina
Bicamada POPC com 40% colesterol
40% Colesterol —A | e curcumina inicialmente inserida na 78 52 1 4550 200
fase aquosa do sistema
Bicamada POPC com 40% colesterol
40% Colesterol — B e curcumina inicialmente inserida 78 52 1 4550 300
dentro da bicamada
40% Colesterol - |~ Dicamada automontada POPC 78 | 52 | 1 | 4550 200
com 40% colesterol e curcumina




Tabela A2 — Constituicao das bicamadas em relacdo a composigao de suas faces.

Simulacao

Constituicdo das

Face inferior

Face superior

monocamadas POPC Colesterol POPC Colesterol
Bicamada pura Simétrica 65 - 65 -
20% Colesterol Simétrica 52 13 52 13
40% Colesterol Simétrica 39 26 39 26
Colesterol — A Simétrica 65 - 65 -
0% Colesterol — B Simétrica 65 - 65 -
0% Colesterol — C Assimétrica 66 - 64 -
20% Colesterol — A Simétrica 52 13 52 13
20% Colesterol — B Simétrica 52 13 52 13
20% Colesterol — C Assimétrica 49 12 55 14
40% Colesterol — A Simétrica 39 26 39 26
40% Colesterol - B Assimétrica 38 27 40 25
40% Colesterol — C Assimétrica 40 23 48 29
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