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RESUMO

As ciclodextrinas sdo um grupo de oligossacarideos ciclicos, que apresentam um
formato de cone truncado com cavidade hidrofébica e exterior hidrofilico. Isto faz com
que as ciclodextrinas possam encapsular farmacos, o que propicia melhoras na
biodisponibilidade, estabilidade e protecao das moléculas encapsulada. Por esta
caracteristica, as ciclodextrinas constituem uma nova classe de excipientes
farmacéuticos de grande utilidade, por formar complexos de inclusdo reversiveis com
moléculas apolares e atuarem como moléculas carregadoras de substancias de
interesse bioldgico e baixa solubilidade. Dentre os compostos com agao farmacoldgica
encontra-se os flavonoides, em destaque a molécula de quercetina, um farmaco
natural com diversas propriedades biologicas, como anticancer, antioxidante,
antialérgica, porém devido sua baixa solubilidade torna-se necessaria a formacéao de
complexos de inclusdo com moléculas carregadoras como a B-ciclodextrina. O
presente trabalho busca investigar, por meio de simulagdes computacionais, as
diferentes formas de interacdo dos flavonoides com a ciclodextrina e do complexo
formado por bicamadas lipidicas, a fim de contribuir para um melhor entendimento do
processo de formagdo com complexo de inclusdo ciclodextrina/flavonoide e de

entrega do farmaco a célula.

Palavras-chaves: Dinamica Molecular. Ciclodextrina. Quercetina. Membrana. Energia

Livre. Adaptive Biasing Force.



ABSTRACT

The cyclodextrins are cyclic oligosaccharides that present a structure in form of a
truncated cone, with a hydrophobic inside surfaces and hydrophilic outside. This
causes the cyclodextrin can encapsulate drugs provides improvements in
bioavailability, stability and protection of encapsulated molecules. By this feature, the
cyclodextrins are a new class of pharmaceutical excipients useful for forming inclusion
complexes with reversible nonpolar molecules and act as carrier of molecules with high
biological interest and low solubility. Among the compounds with pharmacological
action it is the flavonoid, featured the quercetin molecule; a drug with natural biological
proprieties such as anticancer, antioxidant, antialergic, however, due to its low
solubility, it becomes necessary the formation of inclusion complexes with carrier
molecules. This study aims to investigate, through computer simulation, different forms
of interaction of flavonoids with cyclodextrin and the complex formed by lipid bilayers,
in order to contribute to a better understanding of the formation process with inclusion

complex cyclodextrin/flavonoids and the drug delivery to cell.

Keywords: Molecular Dynamics. Cyclodextrin. Quercetin. Membrane. Free Energy.

Adaptive Biasing Force.
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia de doencgas alérgicas vem aumentando em todo o mundo.
Pesquisas recentes mostraram que, em média, 30-35% das pessoas ja foram
afetadas por essas doencas em algum estagio de suas vidas [1]. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estima que cerca de 300 milhdes de pessoas de todas as
etnias, idades e classes sociais sofram de asma em todo o mundo [2].

Tratamentos contra asma representam um dos maiores gastos para o sistema
unico de saude (SUS), superando os gastos do combate a Aids. Dados mostram que
sao mais de 367 mil internagdes hospitalares por ano decorrente da asma e um gasto
superior a 600 milhdes de reais anuais [3]. Este numero tende a aumentar uma vez
que a sociedade tende a se tornar mais urbanizada, uma vez que passam a ter contato
com maiores indices de poluicdo. Nos ultimos 20 anos, segundo o Ministério da
Saude, este aumento atingiu 40%. Somente no Brasil sdo em média oito mortes por
dia devido a complicagbes relacionadas a asma [4].

Os métodos tradicionais de tratamento de tais doencas sdo, na maioria das
vezes, ineficientes ou impde ao individuo uma baixa qualidade de vida [5]. Devido a
este problema, mostra-se necessario o desenvolvimento de novas drogas destinadas
a este tipo de tratamento.

Farmacos desenvolvidos a partir de compostos naturais representam uma
grande parte dos medicamentos disponiveis no mercado, o que estimula a busca por
novas moléculas nessa fonte. Dentre os compostos naturais com potencial agao
antialérgica podemos destacar os flavonoides [6]. Todavia essas substancias
apresentam baixa solubilidade, diminuindo sua biodisponibilidade.

Em busca de novas tecnologias, a industria farmacéutica busca formulag¢des
que resultem em preparagdes mais estaveis. Um aumento consideravel na
biodisponibilidade de drogas é conseguido através da formagao de complexos de
inclusdo dessas moléculas com uma classe de moléculas carregadoras denominadas
ciclodextrina [7]. Apesar de sua ampla utilizacdo em diversos medicamentos ja
comercializados, pouco se sabe sobre o0 processo de entrega do farmaco a célula em
nivel atbmico/molecular.

O presente trabalho busca investigar, por meio de simulagdes

computacionais, as diferentes formas de interacbes dos flavonoides com a
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ciclodextrina e do complexo formado com bicamadas lipidicas, a fim de contribuir para
um melhor entendimento do processo de formacdo do complexo de inclusao

ciclodextrina/flavonoide e de entrega do farmaco a célula.

1.1 - Ciclodextrinas

1.1.1 - Estrutura

As ciclodextrinas (CD) sao um grupo de moléculas naturais ciclicas constitui-
das por unidades de glicopiranose unidas por ligacdes a(1-4). Estes oligossacarideos
sao obtidos a partir da degradacéo enzimatica do amido sob acdo da enzima glicosil-
transferase [8]. As primeiras informacdes sobre as ciclodextrinas foram obtidas por
Viller em 1891, porém, foi em 1903 que Schardinger obteve uma descricdo mais de-
talhada desses oligossacarideos ciclicos, envolvendo sua preparacéo, isolamento e

caracterizacao [9].

A estrutura quimica das ciclodextrinas, suas propriedades fisico-quimicas e
suas habilidades em formar complexos de inclusao foram confirmadas entre 1935 e
1955, por Freudenberg, French, Cramer e Colaboradores [8].

Dentre todas as variedades de ciclodextrinas destacam-se trés, as chamadas
ciclodextrinas naturais [8], com seis, sete e oito unidades de glicose, denominadas
respectivamente de a, B e y (Figura 1.1). As ciclodextrinas com menos de seis
unidades de glicose séo esterioquimicamente impossiveis de se obter, enquanto com

mais de oito unidades de glicose, quando obtidas, apresentam baixo rendimento.

Figura 1.1 — Estruturas moleculares das trés ciclodextrinas naturais, a-ciclodextrina, f3-
ciclodextrina e y-ciclodextrina, compostas, respectivamente, por 6, 7 e 8 unidades de glicose

9]
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Por experimentos de difragao de raio X, se determinou que as ciclodextrinas
possuem uma estrutura cénica com o lado mais largo formado pelas hidroxilas
secundarias em C-2 e C-3 e a face mais estreita formada pelas hidroxilas primarias
ligadas em C-6 (Figura 1.2).

As hidroxilas situadas nas extremidades conferem a CD um carater hidrofilico,
tornando-as soluveis em agua. Por sua vez, no interior da cavidade encontram-se os
grupos CH e os oxigénios das ligacbes glicosidicas conferindo a ela um carater
hidrofdbico [7].

Grupo hidroxila secundaria cavidade hidrofobica
{H20H H 3 oH
¥ 2
- \}:‘H c:f \é‘?’(ﬁ-ﬁlc ,r{
| d/ OGlc H‘\g/ m -
\h ov '\g |
LG5 SHOH

(b) /I\

Grupo de hidroxilas primarias

HO3,
O
8] BN exterior hidrofilico

Gk - OH

N
segao transversal da unidade de glicose (c)

(d)

Figura 1.2 - Estrutura B-ciclodextrina. (a) Estrutura molecular da B-ciclodextrina. (b) Secgéo
transversal da molécula de ciclodextrina mostrando o arranjo das unidades de glicose. (c)
Representacao conica destacando a cavidade hidrofdbica e o exterior hidrofilico. (d) Se¢éo
transversal da unidade de glicose. [10].

Observou-se, também, que as trés ciclodextrinas naturais apresentam a

mesma altura, porém diferentes didmetros e solubilidade (Figura 1.3 e Tabela 1.1).



Tabela 1.1 — Caracteristicas das trés ciclodextrinas naturais [11].

Propriedade a- B- Y-
ciclodextrina | ciclodextrina | ciclodextrina
Numero de unidades de glicose 6 7 8
Solubilidade aquosa (g/100mL a 14,5 18,5 23,2
25°C)
Diametro externo (A) 13,7 15,3 16,9
Diametro da cavidade (A) 5,7 7,8 9,5
Altura (A) 7,8 7,8 7,8
1,_3THITI [ !_EQ nm
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Figura 1.3 — Estrutura e dimensdes das ciclodextrinas. As trés ciclodextrinas
possuem mesma altura, se diferenciando apenas no diametro da cavidade interna e
externa. [12].

1.1.2 — Complexos de Inclusao

Devido a sua cavidade hidrofébica, na qual substancias podem ser
“aprisionadas” para formarem complexos de inclusdo, as ciclodextrinas podem
hospedar diferentes compostos, cuja estequiometria mais usual é 1:1 [12].

A quimica do fenbmeno de inclusdo molecular representa um sistema de
complexidade estrutural dentro da quimica supramolecular, onde a ciclodextrina € o
hospedeiro e o substrato o héspede, os quais se mantem juntos por forgas de Van der
Waals, interagdes hidrofdbicas e pontes de hidrogénio [13].

Quando a ciclodextrina se encontra em um meio aquoso, sua cavidade é
preenchida por moléculas de agua, mantendo um conjunto instavel. Ao adicionar ao

meio uma molécula hidrofdbica, esta tende a deslocar as moléculas de agua que se
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encontravam, originalmente, no interior da cavidade da ciclodextrina. Isto ocorre
devido a presengca de agua no interior da cavidade ser termodinamicamente
desfavoravel (interagbes polar-apolar) [14]. O processo do deslocamento das
moléculas de agua e a inclusdo da substancia hidrofébica esta esquematizado na

Figura 1.4.

complexo de inclusao -
CD-molécula hospede

Figura 1.4 — Formacao do complexo de inclusao (Figura adaptada de [15])

Este processo leva a encapsulacéo total ou parcial da molécula héspede,
estando o complexo rodeado de moléculas do solvente. As moléculas incluidas,
normalmente, se orientam de forma a minimizar o contato com a parte hidrofilica e
maximizando o contato com a parte hidrofébica do interior da cavidade da
ciclodextrina [9].

As ciclodextrinas formam complexos de inclusao, geralmente, com moléculas
de tamanho compativel com as dimensbes de sua cavidade. Quando a inclusao
envolve moléculas significativamente maiores, a complexagao podera ser feita entre
as moléculas ciclodextrina-hdspede com uma estequiometria diferente de 1:1.

Conforme a figura 1.5 [16], os complexos de inclusao podem ser classificados

como:

o Inclusdo Completa: Quando a molécula héspede é de tamanho menor
que a ciclodextrina e consegue entrar por completo em sua cavidade (Figura
1.5-a).

o Inclusdo Axial: Quando a molécula héspede possui um comprimento
maior que a cavidade, mas didmetro compativel. Desta forma ela entra na

ciclodextrina mantendo as extremidades para fora (Figura 1.5-b).
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o Inclusédo Parcial: Quando a molécula hdspede possui dimensdes
maiores que o didmetro da ciclodextrina (Figura 1.5-c).

o Inclusdo com estequiometria diferente: Quando a estequiometria
ciclodextrina-héspede néo é 1:1 (Figura 1.5-d, também chamada de inclusao
“sandwich”, 1.5-e e 15-f).

gon Al AR
ﬂ A E]Unmj U B\
s 7

Figura 1.5 — Possiveis tipos de complexos de inclusdo entre a molécula de ciclodextrina e a

molécula hospede [16].

1.1.3 — Aplicagao das Ciclodextrinas nas areas farmacéutica

Com o objetivo de melhorar a agao dos farmacos, as industrias farmacéuticas
vém utilizando complexos de inclusdo destes com moléculas de ciclodextrinas.

O motivo da utilizagado desses complexos se da pelo baixo custo na obtencéo
das moléculas de a, B e y-ciclodextrinas. Outro fator favoravel é dado pelo tamanho
do didmetro de sua cavidade ser compativel com a maioria dos farmacos, o que

permite a formagao de complexos de incluséo, obtendo as seguintes vantagens [12]

. Aumento da solubilidade e dissolugdao de farmacos pouco

soluveis.
. Aumento da biodisponibilidade e estabilidade

. Diminuicdo da irritacdo gastrica, dérmica causada por
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determinados farmacos.

. Diminuic&o ou eliminagao de odores e sabores desagradaveis.

Algumas das aplicagbes mais frequentes nas areas farmacéuticas sao

apresentadas na tabela 1.2

Tabela 1.2 — Exemplos de alguns farmacos comercializados em forma de complexos de inclusao.

Propriedade Principio ativo Ciclodextrina Referéncias
Aumento da solubilidade Gliclazide B-CD [17]
Melhora da biodisponibilidade Naproxeno B-CD [18]
Diminuicdo de efeitos secundarios Piroxicam B-CD [19]
Inibicdo da degradagdo Prostaciclina a, B ey-CD [20]
Aumento da degradagdo Espironalactona B-, y-CD e derivados  [21]

1.2 — Moléculas de interesse para o estudo da formagcao de complexos
de inclusao.

A molécula héspede de interesse para este trabalho sera a Quercetina, um

flavonoide natural que possui propriedades farmacoldgicas.

1.2.1 — Quercetina

Os flavonoides (Figura 1.6) sdo uma designagdo dada a um grupo de
metabdlitos secundarios da classe dos polifendis. Eles podem ser distribuidos em seis
subclasses (Tabela 1.3) e possuem as caracteristicas de terem um backbone similar,
constituido de 3 moléculas aneladas ligadas a grupos hidroxil, diferenciando nos

grupos substituintes.
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Figura 1.6 — Estrutura basica dos flavonoides, composta de trés grupos anelados. [22]

Tabela 1.3 — Subclasses dos flavonoides com exemplos [17].

Subclasses Exemplos
Flavonas Aspiginina, Tangeritina
Flavonois Quercetina, Kaempferol

Flavononas Hesperetina, Eriodictiol
Calconas Epicatequina, Galocatequina

Antocianinas Cianidina, Malvidina

Isoflavonas Genisteina, Daidzeina

Antumamdtili Catequinas Ftﬂmnms
i P
e o

Flavanonas Fla'mnas Isoflavonas
| ~°
I | P I “
(8] =
Figura 1.7 — Estrutura das principais subclasses dos flavonoides [23]

Nosso estudo estara voltado a molécula de Quercetina, uma molécula da
subclasse dos flavondis.

Os flavonois sdo encontrados em uma variedade de vegetais e frutas. Estima-
se que a ingestao diaria esteja por volta de 20-50 mg/dia nas populacdes ocidentais
[24].
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Todos os flavonois tém em comum o backbone, composto de 3 hidoxiflavone.

A determinacao do tipo de flavonol é dada pela localizagdo do OH (Figura 1.8).

OH aH
oH oH
HO L&} HO 0
OH oRut

H OH ©

QUERCETING RUTINA
e O

HO D\_x“}q_f

x['{*_xl.-f
P

T 0 ™
CH O
Kaemfaral

Figura 1.8 — Estrutura de diferentes tipos de flavonéis, mostrando que o que diferencia um
do outro é a localizagao do grupo hidroxil OH [25].

A quercetina apresenta efeito benéfico a saude, tais como: agdo antioxidante,
eliminacao de radicais livres, agcdo anticancer, atividade anti viral e acédo antialérgica
[26]. Estudos realizados com cobaias mostraram que a quercetina ingerida oralmente
ou administrada por inalagao tem atividade antiasmatica [27]. Porém esses compostos
apresentam limitagdes, como a baixa solubilidade em &agua quando ingeridas
oralmente [28].

Para contornar esse problema, é possivel utilizar a B-CD que possui
propriedade de formacdo de complexos de inclusdo aumentando, assim, sua
solubilizagéo.

Pode prever-se que, se a absorcdao de um farmaco € limitada pela sua
solubilidade, em vez da permeabilidade, a utilizagao de potenciadores de solubilidade,
como a B-CD, aumenta a absorc¢ao.

Diversos estudos experimentais foram realizados a fim de elucidar a interagao
farmaco-ciclodextrina, como cromatografia, espectroscopia UV e fluorescéncia, porem
eles nao fornecem informacgdes em nivel atdmico molecular das interacdes hdspede-
hospedeiro. Assim, 0 uso de simulagdes computacionais para uma avaliagdo dessas
interagdes a nivel atbmico molecular é de grande interesse [29].

Mecanismos tedricos que descrevem a entrega de um farmaco para a célula
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propde a troca de uma molécula de colesterol presente na membrana celular pela
molécula de um farmaco carregado pela ciclodextrina. Esta troca é proposta pelo fato
de a molécula de colesterol ter maior afinidade com a cavidade da ciclodextrina, assim,
ao sair da membrana, ela gera uma perturbagdo no meio, deixando propicio para

entrada do farmaco [30].

1.2.2 Colesterol

O colesterol € um componente estrutural presente na membrana plasmatica
dos mamiferos. Ele esta envolvido na regulagcdo da permeabilidade e na fluidez da
membrana [31].

Os elementos presentes na formula quimica do colesterol sdo o carbono, o
oxigénio e o hidrogénio. A estrutura quimica do colesterol é arranjada em quatro anéis
A, B, C e D, conforme a figura 1.9.

O colesterol é insoluvel em agua e ele precisa ser transportado de um tecido
para o outro por meio do sangue, que € um meio aquoso. Para que isso seja possivel,
o colesterol é convertido em lipoproteinas, que sao estruturas esféricas que tem seu
centro composto por substancias hidrofobicas, como o colesterol e outros lipidios, e
sdo cercadas por proteinas hidrofilicas, possibilitando a dissolugdo em agua [32].

Devido sua caracteristica hidrofébica, o colesterol possui alta afinidade com
moléculas de ciclodextrina, possibilitando, assim, a troca entre o farmaco carregado

pela CD e o colesterol presente na membrana celular.

Figura 1.9 — Estrutura do Colesterol, composto com carbono, oxigénio e hidrogénio,

arranjada em quatro anéis A, B, C e D [32].
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1.3 — Membrana Biolégica

A membrana celular, ou também chamada de membrana plasmatica (Figura
1.10), € uma estrutura que delimita todas as células vivas e estabelece uma fronteira

entre o meio extracelular e o meio intracelular, o citoplasma.

(a) Célula

Fluido Extracelular
Ndacleo
Citoplasma

Carboidrato
Glicoproteina
Proteina Globular
Canal Protéico

Colesterol

Glicolipidio
Proteina de Superficie
Proteina Globular

Proteina Alfa-Hélice
Citoesqueleto

Proteina Periférica

Bicamada Fosfolipidica Fosfolipidio
(Fosfatidilcolina)

Cabega Hidrofilica

' L

10k

Cauda Hidrofébica

(d

Figura 1.10 — Esquema representativo das estruturas da membrana celular. (a) Representa-
¢do da membrana separando o meio intracelular do extracelular. (b) Representacéo da
membrana bioldgica com seus componentes. (¢) Representacao da membrana Fosfolipi-
dica. (d) Representacao de um fosfolipidio [33]

Sua estrutura € uma bicamada lipidica formada pelo acoplamento de lipidios
anfipaticos, ou seja, que apresentam uma extremidade (“cabeg¢a”) hidrofilica e uma
“cauda” hidrofébica. Quando se encontram em um meio aquoso se orientam de forma

que as cabegas fiquem voltadas para o exterior e as caldas hidrofébicas se dirigem
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ao interior (Figura 1.10 c).

Os lipidios presentes na membrana bioldgica (fosfolipidios, os esfingolipidios,
esterdis, etc), que ndo se mantem de forma estatica e sim apresentam movimentos,

que podem ser nos sentidos horizontal e vertical ou de translocagao transmembranar,
conhecido como flip-flop (figura 1.11) [34].
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Figura 1.11 — Movimentos dos lipidios na membrana.

A presenga do colesterol na membrana é responsavel pela regulagdo da
permeabilidade e da fluidez da membrana.

Em 1972, S. J. Singer e G. L. Nicolson propuseram o modelo do mosaico
fluido, segundo o qual a membrana bioldgica € uma estrutura dinamica, fluida, cuja
base é uma bicamada de fosfolipidios (bicamada lipidica), sobre a qual se encontram
distribuidas moléculas proteicas inseridas [35], conforme ilustra a figura 1.10 b.

A figura 1.12 representa uma molécula de palmitoil-oleoil-fosfatidil-colina
(POPC) que esta presente na maioria das células eucariotas e sdo comumente
usadas em estudos com modelos para membrana plasmatica [36]. Ela consiste em

um grupo colina ligado a um fosfato e as duas caudas, uma saturada e outra
insaturada.
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Figura 1.12 — Representacao bidimensional da molécula de POPC, representada em roxo

as caudas oleoil e palmitoil, em verde o grupo glicerol, em vermelho o grupo fosfato e em
azul o grupo colina [37].
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2. JUSTIFICATIVA

A quercetina € um composto natural que apresenta agao anticancer, acao anti
atividade viral, acdo antialérgica, antiasmatica, etc. Todavia, devido sua baixa
solubilidade em agua e, consequentemente, no meio biolégico, sua biodisponibilidade
€ baixa. A utilizagdo de complexos de inclusdo da quercetina com a B-ciclodextrina
aumentam sua biodisponibilidade, entretanto, pouco se sabe sobre o processo de
dissociagao desse complexo e a consequente entrega do farmaco a célula.

A maioria dos estudos realizados até o momento a fim de analisar a
complexagao da ciclodextrina com compostos como o colesterol e a quercetina séo
experimentais. Esses estudos nos fornecem resultados satisfatorios para a analise da
solubilidade, complexacdo, mas ndo nos fornecem informagdées quando necessario
uma analise a nivel atdmico molecular da formagao desses complexos.

Para a caracterizagdo dos microestados que descrevem a dinamica do
processo, € necessaria uma investigagao através de simulagdes computacionais.

Um dos mecanismos proposto que descrevem a entrega do flavonoide a
célula sugere uma troca da molécula de flavonoide por uma de colesterol entre a
ciclodextrina e a membrana. Isto ocorre devido a alta afinidade entre a ciclodextrina e
o colesterol. Assim, ao se aproximar da membrana, a CD tira uma molécula de
colesterol da membrana, libera o flavonoide e este entra na membrana pela
perturbacao causada pela retirada do colesterol [30].

Com o intuito de contribuir com a caracterizacédo e descrigdo dos processos
acima citados, o presente trabalho pretende investigar os mecanismos de formacéao
do complexo de inclusdo ciclodextrina/quercetina e de insercdo/remogcao da
quercetina e do colesterol no modelo de membrana do tipo bicamada de

fosfatidilcolina (POPC) utilizando simulagdes de dinAmica molecular.
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3. OBJETIVO

3.1 — Objetivo Geral

Estudar o fendmeno de inclusdo do colesterol e da quercetina na [-
ciclodextrina através de simulagcdes de dinamica molecular.
Estudar o fenbmeno de inclusdo/remocao da quercetina e do colesterol em

uma membrana de POPC por simulag¢des de dindmica molecular.

3.2 - Objetivos Especificos

. Montar, estabilizar e validar o modelo de membrana de fosfatidilcolina.
o Investigar, por simulagbes de dindmica molecular, a interagdo da
ciclodextrina com as moléculas de colesterol e de quercetina e encontrar a
conformacdo de minima energia e a energia de ligagdo a partir do método
Adaptive Biasing Force (ABF).

o Buscar a conformagao de minima energia e a energia livre de ligacéo
para inser¢cao da quercetina na bicamada de POPC a partir dos métodos de
dinamica molecular e ABF.

o Buscar a conformagao de minima energia e a energia livre de ligacao
para inser¢gao de uma molécula de colesterol na bicamada de POPC a partir
dos métodos de dindmica molecular e ABF.

. Relacionar os resultados obtidos.
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4. METODOS

4.1 - Mecanica Molecular e Campo de Forga

O uso de simulagdes computacionais nos mais diversos sistemas é realidade
nos dias de hoje. Sua utilizacdo nos estudos de sistemas moleculares possibilita
observar comportamentos, organizagdes e interagcdes entre os componentes em nivel
atbmico. Para que a representacdo computacional seja satisfatoria € necessaria uma
boa modelagem dos sistemas reais.

Uma modelagem molecular detalhada pode ser obtida utilizando mecénica
quantica, porém, tal abordagem exige a realizagdo de calculos complexos para
descrever o comportamento dos elétrons e nucleos, o que pode tornar inviavel, do
ponto de vista computacional, a modelagem dos sistemas de interesse.

Uma alternativa para este problema é representar as interagdes moleculares
utilizando fungdes potenciais classicas que fornegam resultados que se aproximem o
maximo dos obtidos com a mecanica quantica. Essa abordagem € conhecida como
Mecanica Molecular. A mecanica molecular € um meétodo que ¢ utilizado para calcular
a estrutura e a energia de moléculas ndo levando em consideragdo a presencga
explicita dos elétrons, baseado na aproximacao de Born- Oppenheimer [38].

Pelo fato de a massa atbmica ser muito maior que a massa eletrénica se
admite que os elétrons, que se movem muito mais rapido que os nucleos, ajustam-se
ao movimento destes ultimos [39].

Resumidamente, a mecanica molecular trata os atomos como esferas unidas
por molas com constante de forgas caracteristica, conforme representado na figura
4.1.

Figura 4.1 — Representagéo dos atomos tratados pela Mecanica Molecular, onde as esferas

representam os atomos e as molas as ligacoes.
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O campo de forcas, neste caso, € constituido pelo somatério dos termos de
energia relacionados as posi¢cdes de equilibrio do sistema, as quais podem ser
associadas com penalidades energéticas ao desvio da geometria de seus valores de
referéncia: quanto maior o desvio, maior a penalidade energética e maior a energia
[40].

A principal vantagem da Mecanica Molecular é a rapidez na avaliagao de
sistemas moleculares complexos.

Nessa base de teoria, o sistema estudado é representado como termos de
energia potencial ligados (potencial harménico linear, potencial harménico angular,
potencial diedro proprio, potencial diedro improprio, etc) e termos de energia potencial
nao ligados (Potencial de Lennard Jones, Potencial eletrostatico, etc). O conjunto
desses ternos e os parametros que descrevem cada tipo de atomo modelado é
chamado de campo de forgas.

Existem diversos campos de for¢as propostos, sendo os principais utilizados
para modelar sistemas biomoleculares o AMBER, o CHARMM, o GROMOS e o0 OPLS
[41]. A construgdo de um campo de forga é feita a partir de resultados de calculos
quanticos ab-initio de pequenas moléculas, por ajustes de dados experimentais, como
Difracédo de raio-X, espectroscopia de infravermelho, ressonancia magnética nuclear,
entre outros [42].

A confiabilidade dos resultados obtidos é baseada na elaboracdo de um
campo de forcas com parametros bem definidos. A escolha do campo de forca
depende do sistema a ser estudado. Dependendo da parametrizacido do campo de
forca os resultados obtidos podem ser muito acurados.

A seguir descrevemos cada um dos termos mais comuns em campos de

forgas utilizados em simulag¢des de biomoléculas.

4.1.1 — Potencial Harmonico

O potencial harmbnico descreve ligacdes covalentes entre pares de atomos e
angulos em ligagbes quimicas vizinhas, representando vibragbes das moléculas.
Devido a agitagao térmica ha oscilagdes nos comprimentos das ligagées quimicas

(Figura 4.2). Considerando os atomos uma esfera com massa e as ligagdes quimicas
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como uma mola, as oscilagdes nos comprimentos podem ser dadas pela lei de Hooke

para um sistema massa-mola:

1 ,
V, =5 K, (b=b,)’

(1)
onde Vb é o potencial que descreve a variagao no comprimento da ligacéo, b é

o comprimento da ligagéo, bo € o comprimento da ligagdo na posi¢cao de equilibrio e

Kb € a constante de forga para a restituicido do equilibrio.

-1 B
- Lt

i

Figura 4.2 — Representagao da oscilagdo em torno da posigao de equilibrio da ligacao,
tratando os atomos e suas ligagdes como um sistema massa mola, onde k; representa a
constante de forga entre os dois 4tomos i e j separados a uma distancia r;; [43].

Quando ha trés atomos ou mais, além do comprimento da ligagéo é possivel
que haja uma variagao em torno do angulo de equilibrio (figura 4.3). Essa variacao

também é dada pela lei de Hooke para o sistema massa mola:

(2)

onde Vg é o0 potencial que descreve a variagao no comprimento do angulo entre
trés atomos, 0 é a variagdo do angulo em um instante qualquer, 80 € o angulo de

equilibrio e Ke é a constante de forca para restituicdo do angulo de equilibrio.



33

Figura 4.3 — Representacao das oscilagbes em torno do angulo de equilibrio 6ik, tratando os
atomos i, j, k e suas ligagbes como um sistema massa mola [43].

Em alguns campos de forgas, outro potencial harmdnico é definido para manter

a estrutura tridimensional do conjunto de quatro atomos (Figura 4.4), descrevendo as

oscilagbes da mesma. Esse potencial € denominado potencial torcional improprio e

também é descrito pela lei de Hooke:
o=

| s
& E‘Km(m_mu)_

3)
onde Vy é o potencial que descreve a torgao impropria, ¢ € a variagdo do angulo

tetraédrico em um instante qualquer, ¢o é o angulo tetraédrico de equilibrio e K¢ € a

constante de forca para a restituicdo do angulo de equilibrio.

Figura 4.4 — Representacao das oscilagbes em torno do angulo ¢ de forma a variar a
estrutura tridimensional do sistema, sendo i, j, k e | os atomos dessa ligacao [43].
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4.1.2 - Potencial Torcional

Esse potencial descreve as rotagdes em torno das ligagdes (Figura 4.5),
também conhecido como potencial diedro proprio e € dado por:
Vyp = Ky[1 + cos(ng — 6)] 4)

Nesta fungéo a periodicidade do potencial € dada pela fungéo cosseno. K, € a
constante que define a altura da barreira de tor¢do, n € o numero de minimos para a
torcdo de uma ligagao quimica especifica, ¢ € o angulo diedral e § é a fase, podendo

esta ser igual a 0° ou 180° [52].

Figura 4.5 — a) Representagao da variagéo angular diédrico ¢ em torno das ligagdes
quimicas entre os atomos i, j, k e | [43].

4.1.3 — Potenciais nao ligados

A fim de descrever as interagdes entre atomos quimicamente nao ligados sao
inseridos termos de curto e longo alcance a fungéo potencial.

Pequenas flutuagbes na distribuicdo de carga de um atomo na presencga de
outro, fazem com que estes dois passem a ter uma interagao atrativa dipolo-dipolo,
conhecida como interacdo de van der Waals. A medida que esses dois atomos se
aproximam surge um termo repulsivo que impede com que as nuvens eletrénicas
desses atomos nao se interpenetrem, devido ao principio de exclusdo de Pauli[44].
Estas caracteristicas podem ser modeladas a partir do potencial de Lennard Jones
(equacao 5).
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onde i e j sdo os dois atomos integrantes, ;€ a profundidade do pogo entre a barreira
atrativa e a repulsiva, g;; € o diametro de Lennard-Jones e r;; € a distancia entre os

nucleos atébmicos.

I’H

Figura 4.6 — Representacao esquematica do potencial de Lennard Jonnes que descreve as
interacdes de Van der Waals, com dois atomos i e j separados a uma distancia r; [43].

Por sua vez, a descrigdo da energia potencial eletrostatica € dada pela lei de
Coulomb (equacgao 6)

qiqj
AT EQErT i

Vel = (6)

onde q; e gq; sdo as cargas dos atomos i e j, separados pela distancia r;; .A
permissividade do espaco livre € ¢, e a constante dielétrica do meio € ¢,.. Esse

potencial é dito de longo alcance, pois varia com o inverso da distancia de separagao

entre os atomos.

Fij

Figura 4.7 — Representagdo esquematica do potencial eletrostatico, onde duas particulas

carregadas se encontram a uma distnancia r; [43]
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4.1.4 - Energia Potencial Total

A energia potencial total € a principal funcdo de todo calculo a mecénica
molecular. Ela é capaz de reproduzir interagdes intra e intermolecular. O potencial total
€ dado pela soma dos termos de potenciais que ocorrem entre atomos ligados e

atomos nao ligados acima mencionados, descritos pelo campo de forga:

V)=V +Vg+ Ve + Vo + Voaw + Ve (7)

4.2- Método de Dinamica Molecular

A simulacéo de Dinadmica Molecular € uma técnica computacional que fornece
a trajetoria do sistema molecular investigado ao longo do tempo, permitindo o calculo
de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas. E baseado na Mecanica Classica
e tem como foco principal o estudo do comportamento de um sistema de particulas
ao longo do tempo. Ele permite calcular as propriedades de equilibrio e transporte de
um sistema pela integracéo das equagdes de movimento.

O conceito de Dindmica Molecular foi proposto por Alder e Wainwright, em
1957, que trabalhavam com modelos de esferas rigidas com choques perfeitamente
elastico, que representavam as interacdes atbmicas [45].

Dado a superficie potencial, pode-se calcular a forgca que atua em cada
particula do sistema, obtendo-se as equagdes de movimento das mesmas, segundo
as leis de Newton. A partir da integragdo das equagdes de movimento, obtém-se as
posicdes e velocidades da particula ao longo do tempo.

Para um sistema de N atomos com posigdes r1, rz, ..., In, S€ 0 potencial total de
interacao V(r1, rz, ..., rn) € uma funcao diferenciavel em relagdo as coordenadas

atbmicas, entdo:

_ Vi)
fi==—75, (8)
d*ri(t) _ Fi
dt? - m; (9)

onde t representa o tempo, Fia forga sobre cada atomo i, e mi sua massa.
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A forga Fié calculada a partir do potencial, o que torna possivel a integragao
numeérica das equagdes de Newton em pequenos intervalos de tempo At. Obtém-se
entdo a trajetoria para as particulas. Uma vez obtida a trajetoria, é possivel realizar o

calculo de propriedades de interesse para o sistema estudado [46].

4.3 — Métodos de integracao

A obtencdo da trajetoria do sistema envolve a resolugdo de uma equacgao
diferencial de segunda ordem, porém nao ha solugdo analitica para este caso,
fazendo-se necessario o uso de métodos numéricos. O método de Dinamica
Molecular esta baseado na resolugéo da integracao das equagdes de movimento em
pequenos intervalos de tempo 6t.

A forga total que cada particula sofre, numa determinada configuragdo, em um
tempo t, é calculada e em seguida obtem-se a aceleracéo, a velocidade e a posigao
resultante. Incrementa-se, entdo, um intervalo de tempo &t, escolhido de forma que a
forga seja constante, calcula-se novamente sua aceleracdo, velocidade e posigao, e
assim sucessivamente.

Existem varios algoritmos para integragcao das equagdes de movimento que
utiizam o método de diferenciacdo finita. Todos assumem que os parametros
aceleracao, velocidade e posi¢cao possam ser descritas por uma expansao em série
de Taylor [47].

Diferentes algoritmos de integracdo podem ser usados para este processo,

sendo o mais comum o Algoritmo de Verlet.

4.3.1 — Algoritmo do método Leapfrog

Este algoritmo possui dois passos. Primeiro ele calcula as velocidades no
tempo (t+$), as posi¢cdes entdo sao calculadas no tempo (t+6t) a partir das

velocidades calcladas

Vi (t+ 0t/2) = wvy(t — 0t/2) + hay(t) (10)
roi(t +0t/2) = rui(t) + hog(t + 6t /2) (11)
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Caso seja necessario saber a velocidade no tempo em que as coordenadas sao

calculadas, entao pode-se usar:

Vi () = Vi (t — 0t/2) + (01 /2) i (1) (12)

O nome leapforg vem do fato de que as coordenadas e velocidades nao sao

calculadas simultaneamente, que caracteriza uma desvantagem desse método.

4.4 Condigoes Periodicas de Contorno

A simulagdo por Dindmica Molecular tem por objetivo reproduzir as
propriedades macroscopicas do sistema a ser estudado, para isso € necessario um
elevado numero de particulas (da ordem do numero de Avogrado). Porém trabalhar
com essa grande quantidade de particulas gera problemas devido ao elevado custo
computacional [48]. Para contornar esse problema utiliza-se um numero relativamente
pequeno de particulas, diminuindo, assim, esse custo, 0 que torna possivel a
simulagao do sistema.

Por sua vez, diminuindo o numero de particulas, faz com que o sistema
modelado perca as caracteristicas do sistema real a ser reproduzido. Para isso, utiliza-
se as Condi¢des Periddicas de Contorno (CPC), onde os atomos do sistema sao
colocados em uma caixa, a qual € rodeada por caixas imagens da central, ou seja,
replica-se periodicamente a caixa central em todas as dire¢cdes do espaco sem a
necessidade de definir as coordenadas dos atomos que foram replicados.

Ao longo da simulagcdo, quando um atomo se desloca na caixa central, suas
imagens movem-se da mesma maneira. Quando um atomo sai por uma face, outra
entra em sua face oposta, a fim de conservar constante o numero de atomos do

sistema (Figura 4.6).
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Figura 4.8 — Representacdo das condigdes periddicas de contorno. Com as setas
representa-se o movimento de um atomo na caixa central e 0 mesmo movimento é
reproduzido nas células imagem [49].

4.5 — Raio de Corte e Método do PME

Em simulagdes de Dindmica Molecular a tarefa de maior custo computacional
€ realizar os calculos das interagdes nao ligadas, que geralmente sédo definidas pelas
funcdes potenciais de Lennard-Jones e de Coulomb.

O potencial de Lennard-Jones define as interagdes de curto alcance (V ~ r9),
uma vez que, para grandes distancias, o potencial tende a zero.

Para o tratamento dessas interacdes emprega-se o raio de corte (Figura 4.7)
que é definido como, no maximo, metade do tamanho da célula (convengéo de minima
imagem) a fim de evitar interagdes da particula com sua propria imagem [48]. Com
isso, interage com as particulas reais ou com as imagens que se encontram dentro do

raio de corte.
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Figura 4.9 — Representacao bidimensional do raio de corte definido por um circulo tracado
em relacdo a uma particula, no qual a particula sé interage com as outras particulas dentro
do raio delimitado [50].

As interacbes eletrostaticas, representadas pelo potencial de Coulomb,
decaem lentamente (V ~ r') e, portanto, ndo convergem para zero nas dimensdes da
caixa de simulagao, sendo entao consideradas interagdes de longo alcance. O simples
truncamento da fungdo potencial, utilizando o raio de corte, produz efeitos que
comprometem a simulagdo. Para contornar esse problema, faz-se uso da soma de
Ewald, normalmente utilizando a implementagdo conhecida como PME (do inglés
Particle Mesh Ewald). Nesta técnica, uma determinada particula interage com as
demais particulas do sistema e com todas suas imagens em um arranjo infinito de

células periddicas, que no limite apresentam forma esférica [51,52].

4.6 — Calculo do Perfil de Energia Livre

Utilizando mecanica estatistica podemos calcular a energia livre de um dado

sistema, ao longo da coordenada de reagao z, pela seguinte expressao:
A(z) = —%lnP(z) + 4, (13)

onde 3 = 1/ksT é o fator de temperatura, definido pela constante de Boltzmann
ks e a temperatura T; Ao € uma constante e P(z) é a densidade de probabilidade
candnica de encontrar o sistema em z [53].

A densidade de probabilidade é definida como:
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P(z) = 5

(14)

onde e AU & o peso de Boltzmann para qualquer microestado do sistema e
Ui(z) é a energia potencial do sistema para o valor z da coordenada de reagéo. A
funcao de particdo S é escrita como a soma dos pesos de Boltzmann para todos os

estados N do sistema (equacéao 15)
S =Ty Ere AU (15)

Porém as equagdes 13 e 14 ndao podem ser aplicadas na pratica para a
estimar o perfil de energia livre por um caminho de reacéao utilizando simulag¢des no
equilibrio, uma vez que amostrar suficientemente cada ponto desse caminho com
essa técnica exigiria, mesmo para sistemas pequenos, um alto custo computacional.

Para contornar esse problema sdo empregados métodos avangados de
Dinamica Molecular para calculos de energia livre que potencializam a capacidade de
amostrar o espaco configuracional e reduzir o custo computacional. Dentre os
diversos métodos para essa finalidade, um dos mais bem sucedidos é o Adaptive
Biasing Force (ABF) [53].

O método do ABF calcula o perfil de energia (A) ao longo da coordenada de
reagdo (z) a partir da aplicagdo de uma forga iterativa FABF que permite sobrepor

barreiras de energia ao longo do caminho de reacéao.
FABE = VA= —(F),V,z (16)

onde A é a energia livre e —(F,), € a forca média no sistema em um valor de
z, projetada sobre a diregao z.

A aplicagdo da FABF ¢ feita na direcdo oposta a forga média, de forma que a
resultante ao longo da coordenada de reacdo seja nula, o que leva o sistema a
percorrer a coordenada de reacdo apenas por forgas difusivas, gerando uma

amostragem homogénea da mesma.
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4.7 —Analises Aplicadas
4.7.1 — Area por Lipidios

Os lipidios ocupam uma area superficial fixa definida por suas cabecas
polares. Em uma bicamada, a area por lipidio € estimada a partir do calculo da area
ocupada por uma face da bicamada no plano xy dividido pelo numero de lipidios que
se encontram nessa face.

Em uma simulagdo computacional esse calculo € utilizado como parametro de
equilibracdo do sistema, uma vez que o sistema se encontra equilibrado quando sua

area por lipidio tende a se manter constante.

4.7.2 —Perfil Densidade de Massa (P.D.M)

A partir de uma varredura ao longo do eixo z (normal a bicamada) é possivel
identificar a quantidade de massa das moléculas do sistema. Esse mapeamento
fornece o perfil densidade de massa, com isso podemos verificar se as moléculas do

sistema se encontram no local certo e também a espessura da bicamada.

4.7.3 —Parametro de Ordem (P.O)

O parametro de Ordem é um parametro que indica a ordenacao do sistema.
A expressao usada para o calculo do parametro de ordem é dada pela

equacéao 17.
1 2
Si= 5(3605 0, — 1) (17)

sendo B8i 0 angulo entre o eixo molecular i e a Normal da bicamada.

O eixo molecular pode ser calculado como o vetor que une os atomos de
carbono Ci.1 e Ci+1 em relagao ao i-ésimo carbono do sistema, como demonstrado na
figura 4.10 [54].
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Figura 4.10 — Definicao do eixo molecular i e da vetor normal a membrana N.

Analisando a figura 4.10 e a equagéo 17 observa-se que para uma situagao
de ordem absoluta 6 = 180° o parametro de ordem S; vale 1 e para uma situagcao de
desordem com 6 = 90° o parametro de ordem S; vale -0,5.

Partindo deste principio, uma diminuicdo da area da membrana, faz com que
haja maior proximidade dos lipidios, restringindo seus movimentos, podendo
aumentar a ordem do sistema. O contrario também vale, caso haja um aumento da
area, ocorrera uma maior mobilidade das cadeias, sendo assim, diminuigdo do

parametro de ordem.

4.8 — Energia Livre de Ligagao

E possivel obter a constante de associacdo de um ligante ka, e
consequentemente a energia livre de ligagdo, a partir da integracao do perfil de
energia livre ao longo da coordenada de reagao ¢. A constante de associagdo pode

ser estimada usando a equagéao 18 [31,55].

LGN
RT ° d& (18)

— 2
Ka - T[-Nav frmed -€
onde Nav € 0 numero de Avogrado, AG(§) é o valor da energia livre do sistema
em &, rmed € 0 raio meédio percorrido pela molécula no eixo xy, R é a constante universal
dos gases e T a temperatura do sistema.

Os limites de integragao sao definidos como os valores de ¢ correspondentes as
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situacdes onde o ligante esta na solugdo e complexado no receptor. [56]

A partir do valor de Ka é possivel calcular a energia livre de associagao,

AGassociagao, @ partir da equacao 19.

AGassociagéo = —RTInkK, (19)
onde R é a constante de Boltzmann, T a temperatura do sistema e Ka € a

constante de associagao calculada a partir da equacao 19.
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5 - DETALHES COMPUTACIONAIS

Neste presente trabalho foram realizadas diferentes simulagdes a fim de obter
um melhor entendimento sobre a entrega do farmaco a célula pela molécula de
ciclodextrina.

O trabalho foi dividido em duas etapas diferentes. Na primeira etapa foi
construida, solvatada e equilibrada uma bicamada lipidica, e posteriormente, na
segunda etapa, montou-se diferentes sistemas para o calculo de perfis de energia

livre utilizando o método do ABF.

5.1 — Construcao e equilibracao da bicamada lipidica

Com o objetivo de simular um modelo para membrana bioldgica foi contruida
uma bicamada lipidica composta de 59 moléculas de Palmitoil-Oleoil-Fosfatidil-Colina
(POPC) (figura 1.12) com 30 moléculas em uma face e 29 moléculas na outra.

A bicamada foi construida a partir do software Visual Molecular Dynamics
(VMD) [57]. Uma vez construida, ela foi inserida em uma caixa de solvatacdo com
arestas 54A no eixo x, 52A no eixo y e 96A no eixo z.

Apos a montagem do sistema, foi realizado uma minimizagcao de energia de
10000 passos para o rearranjo das moléculas. Em seguida realizou-se uma simulagao
de 26ns com passos de integracdo de 2fs e mantendo pressdo e temperatura
constante, respectivamente, a 1atm e 298K. Foram impostas condicdes periddicas de
contorno nas simulagées e raio de corte de 12A. Para as interagdes no ligadas de
curto alcance e as interagdes coulombianas de longo alcance foram tratadas utilizando
PME. As simulag¢des foram realizadas com o pacote “NAnoscale Molecular Dynamics
programs” (NAMD) [58]. O NAMD é um pacote gratuito para calculos de Dindmica
Molecular e é conhecido pela eficiéncia em trabalhos em paralelo [59].

O campo de forga utilizado foi o CHARMMS36 [60] e 0 modelo que descreve a
agua é o TIP3P [61].

Na tabela 5.1 encontra-se, resumidamente, os parametros computacionais

utilizados na simulacéo.



Tabela 5.1 — Dados das simulag¢des para equilibracdo da bicamada de POPC.
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Passos de integracao 2fs
Minimizagao 10000 passos
Pressao 1 atm
Temperatura 298 K
Equilibragao 26 ns

Raio de Corte 12 A

Campo de Forga CHARMM36
Moléculas de POPC 59

Moléculas de agua 13206

Pacote de Simulacgao NAMD

5.2 — Construgao e simulagao dos sistemas para calculo da energia livre

pelo método do ABF

Com o objetivo de elucidar o método de entrega de farmaco a célula pela

ciclodextrina foram montados diferentes sistemas e realizados o calculo da energia

livre a partir do método do ABF. Os sistemas foram divididos em:

a) Sistema A — Inclusdo de uma molécula de colesterol na B-ciclodextrina

b) Sistema B - Inclusdo de uma molécula de quercetina na B-ciclodextrina

c) Sistema C — Inclusdo de uma molécula de colesterol na bicamada de

POPC

d) Sistema D — Inclusdo de uma molécula de quercetina na bicamada de

POPC

Para a simulagdo acima descritas foram adotados parametros em comum. Os

sistemas foram simulados considerando condi¢des periddicas de contorno no €ixo X,

y e zem um ensemble NTP (numero de particulas, temperatura e pressao constante),

utilizando o programa NAMD [58]. Para as intera¢des nao ligadas de curto alcance e

as interagdes coulombianas de longo alcance foram tratadas utilizando PME. O campo

de forga utilizado foi o CHARMMS36 [60] e o modelo que descreve a agua € o TIP3P

[61]. Foi realizado uma minimizagdo de 5000 passos com passos de integragao de 2
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fs. Os sistemas foram simulados a presséo de 1 atm e temperatura de 298K.

Na tabela 5.2 esta listado, resumidamente, os parametros em comum utilizados

nos 4 sistemas: Sistema A, Sistema B, Sistema C e Sistema D.

Tabela 5.2 — Dados das simulagdes para os sistemas A, B, C e D.

Minimizagao 5000 passos
Passos de integracao 2fs

Pressao 1 atm
Temperatura 298 K

Raio de corte 12 A
Equilibragao 1ns

Campo de forca CHARMMS36
Modelo de agua TIP3P
Pacote de simulagao NAMD

O sistema A é composto por uma molécula de colesterol, uma molécula de -

ciclodextrina e solvatado em uma caixa de agua de dimensées 40A x 40A x 80A. Foi

tomada como coordenada de reacgado ¢ a distancia entre o centro de massa dos

oxigénios glicosidicos da ciclodextrina e um atomo de referéncia da molécula de

colesterol. A molécula de colesterol foi deslocada ao longo da coordenada de reacgao,

de forma a passar pelo interior da ciclodextrina e tomar a posi¢cao estando apenas em

agua novamente. Foram realizadas simula¢des em duas orientagdes do colesterol em

relacdo a ciclodextrina (figura 5.2).

| /e \ \
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atomos de referéncia
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ORIENTAGAO II

Figura 5.1 — Duas orientagdes do colesterol penetrando na cavidade da B-
ciclodextrina, destacando, em vermelho, os atomos tomados como referéncia no colesterol
para a escolha do caminho de reacéo.

A coordenada de reacao foi dividido em 18 janelas de 2A cada, percorrendo

assim 36A ao longo do caminho de reagdo. Para ambas as orientacées, durante o

calculo da energia livre foram mantidos fixos por restricbes suaves 0s oxigénios
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glicosidicos da ciclodextrina a fim de que ela ndo transladasse.

O sistema B € composto por uma molécula de quercetina, cujas coordenadas
foram obtidas a partir da modelagem realizada pela Ms Carolina Penhavel de Sousa
durante seu trabalho de mestrado [62], uma molécula de B-ciclodextrina e solvatada
em uma caixa de agua de dimensdes 40A x 40A x 80A. Da mesma forma que no
sistema A, foram tomados como referéncia para a coordenada de reagao a distancia
entre o centro de massa dos oxigénios glicosidicos da CD e um atomo de referéncia
na molécula de quercetina (figura 5.3). A molécula de quercetina foi deslocada ao
longo da coordenada de reagéo, de forma a passar pelo interior da ciclodextrina e

tomar a posi¢ao estando apenas em agua novamente.

.-’J'-_-\_ I' Z HO. P i
40 e Q. ﬂ \]’ ! ||i T\'n;, /” P ‘Z
o T T N IF I. /[: I | |‘
1 ] I gl HO N N v
N i R 5o £
OH O atomos de referéncia - _
ORIENTACAO | ORIENTAGAO II

Figura 5.2— Duas orientagbdes do quercetina penetrando na cavidade da -
ciclodextrina, destacando em vermelho os atomos tomados como referéncia na quercetina
para a escolha do caminho de reagao.

A coordenada de reacéo foi dividido em 18 janelas de 2A cada e foram mantidos
fixos os oxigénios glicosidicos da ciclodextrina, da mesma forma que no sistema A.

O sistema C é composto por uma molécula de colesterol e pela bicamada de
POPC solvatada e equilibrada.

Foi tomado como coordenada de reagao ¢ a distancia entre um atomo de
referéncia no colesterol e os fosforos da face esquerda da membrana (Figura 5.4). O

caminho de reacao foi dividido em 27 janelas de 2A cada.

atomo de referéncia

Figura 5.3 — Orientagéo do colesterol penetrando na bicamada
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O sistema D € o mesmo que o sistema C, mas com a troca da molécula de colesterol

por uma molécula de quercetina (Figura 5.5).

IO

T Y

atomo de referéncia

3

Figura 5.4 — Orientagédo da quercetina penetrando na bicamada
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6 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados serado apresentados e discutidos individualmente para cada

sistema estudado.

6.1 — Bicamada lipidica

a) Area por lipidio

Como ja mencionamos anteriormente, o calculo da area por lipidio € um fator a
ser analisado como critério de equilibracao do sistema.

Neste trabalho utilizamos uma bicamada homogénea de POPC, cujo valor de
area por lipidio experimental é de 68,3 + 1,5 A2[63].

A area por lipidio calculada ao longo dos 26 ns de simulagdo é mostrada na
figura 6.1a. Podemos observar uma queda nos valores ao decorrer da simulagao até
atingir um patamar, por volta de 12ns, em que se mantem oscilando em torno de um
valor médio (Figura 6.1b). Tomando a média desses valores apds os primeiros 12ns
de simulacdo obtivemos um valor de 71.29 + 1,5 A2,

Comparando o resultado deste trabalho com o valor experimental, concluimos

que a bicamada se encontra equilibrada.
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Figura 6.1 — Area por lipidio de uma bicamada de POPC — (a) Area por lipidio total, ao longo
dos 36ns de simulagéao; (b) area por lipidio a partir dos primeiros 16ns de simulagéo. A linha
vermelha representa o valor médio do gréfico.
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b) Perfil densidade de Massa (PDM)

Outro parametro para analise € o perfil densidade de massa, no qual uma
varredura ao longo do eixo z (normal a bicamada) identifica a quantidade de massa
das moléculas do sistema em cada ponto.

A partir da sobreposi¢cao dos PDM de cada tipo molécula do sistema € possivel
observar a interface entre a membrana e o solvente, bem como a espessura da
membrana.

Na figura 6.2 temos o PDM obtidos a partir da nossa simulagéo.

08—

0,6

04 -

Densidade de massa

0 2484 s ool
-60 40 =20 0 20 40 60

Figura 6.2 - Perfil de Densidade de Massa da bicamada de POPC em relagéo ao eixo z. Em
azul estdo a distribuicdo das aguas, enquanto a distribuicdo da membrana esta em
vermelho. Em verde esta o PDM de todos os componentes do sistema.

Os perfis de densidade de massa apontam a posicado de uma molécula em
relacdo ao eixo z (Normal da membrana). Como se pode observar na Figura 6.2,
dentro da regido que vai de -12A até 25A temos uma alta densidade de membrana
(em vermelho) e nesta regido é possivel observar uma baixa densidade de moléculas
de agua, o que demonstra que no interior da bicamada de POPC nao ha aguas.
Também ¢é possivel observar a espessura desta bicamada, que € dada pela regido de
interface entre a membrana (vermelho) e a agua (azul) resultando em 37A,

comparados com 39A fornecidos pela literatura [63].
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c) Parametro de Ordem (P.O.)

Para analisar o ordenamento das cadeias alifaticas do POPC, foi realizado o
calculo do P.O. das cadeias palmitoil e oleoil, que conta com uma insaturacdo no
carbono 9.

De acordo com a definicdo, quanto maior o alinhamento dos atomos de
carbono nas cadeias com o eixo z perpendicular a bicamada, maior o parametro de
ordem. Analisando a figura 6.3 observamos um maior alinhamento na cadeia saturada
em comparagao com a cadeia insaturada. Isso ocorre pois a instauragido promove um
desordenamento obrigatério devido a geometria da ligacdo C=C. Também & possivel
observar que os atomos localizados no inicio da cadeia apresentam maior parametro
de ordem comparado com os localizados na outra extremidade, devido a grande
mobilidade nesta regiéo.

Comparando com os resultados teédricos [61], obtidos a partir da mesma
composi¢cao da bicamada e o mesmo campo de forga, observa-se semelhanga entre

os resultados.
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Figura 6.3 — Parametro de Ordem das cadeias alifaticas da bicamada de POPC. (a) O
grafico mostra o ordenamento das cadeias alifaticas, palmitoil (saturada) em azul e oleil
(insaturada) em preto. (b) Grafico do Pardmetro de ordem obtido em [61].

Apbs os 26ns de equilibragao, temos, de acordo com os resultados acima,

uma bicamada lipidica de POPC equilibrada, apresentada na figura 6.4.
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Figura 6.4 — Sistema Bicamada e agua apos a equilibragao

6.2 - Calculo de energia livre pelo método do ABF

ori

en

AG(¢) (keal/mol)

%0 0 10 20 3p 20000

6 | : : : 70000

a) Sistema A - Inclusao da molécula de colesterol na 3-CD

O perfil de energia livre caracterizado pela inclusdo do colesterol na
entacao | da figura 5.2 esta mostrado na figura 6.5a. Podemos observar no perfil de

ergia livre dois minimos separados por uma barreira.
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Figura 6.5 — Perfil de energia livre obtida a partir do método do ABF para inclusdo do
colesterol na B-ciclodextrina. (a) Perfil de energia livre para 20ns por janela, totalizando
360ns. (b) numero de amostras ao longo da coordenada de reacao
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O grafico de como o sistema foi amostrado ao longo da coordenada de reagao
encontra-se na figura 6.5b e é possivel observar que o sistema visitou todos os pontos
da coordenada de reagdo de maneira homogénea.

Estes calculos foram realizados para validar nossa aplicagdo do ABF, ja que
nossos resultados concordaram com os ja publicados por outro grupo em 2006 [31].

Observando a figura 6.5a nota-se um primeiro minimo por volta de 2,5 A
correspondente a uma energia de aproximadamente -7,6 kcal/mol. A estrutura
representativa deste ponto € mostrada na figura 6.6a, na qual podemos observar que
0s anéis A e B estédo na regido interna da CD. A medida que o colesterol penetra na
cavidade surge uma barreira de energia, por volta de 5A e -4,5kcal/mol, devido ao
impedimento estérico. A estrutura desta posicédo € mostrada na figura 6.6b, na qual
observa-se uma porcao volumosa do colesterol no interior da cavidade, o que indica
que essa barreira aparece devido ao impedimento estérico. Um segundo minimo
surge por volta de 8,4A com energia livre de -7,2kcal/mol. Neste ponto o anel A e o
grupo metil se encontram fora da cavidade e os anéis C e D dentro (figura 6.6c).
Conforme o colesterol percorre a cavidade até sair por inteiro a energia aumenta

progressivamente até atingir um patamar, quando o colesterol esta na solugéo.

Figura 6.6 — Estrutura da inclusao do colesterol na 3-CD para orientagao I. (a) Préximo do
primeiro minimo, (b) préximo do maximo, (c) proximo ao segundo minimo.

Para a orientagao I, inicialmente calculou-se o perfil de energia livre até que o mesmo
estivesse convergido (figura 6.7), o que aconteceu com 12ns por janela, totalizando

216ns de simulagao e a partir deste fez-se as analises necessarias.
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Figura 6.7 — Perfil de energia livre para inclusdo do colesterol na orientacao Il. Destacando
em azul a curva para 2ns, em vermelho para 7ns e em preto para 12ns.

A partir do perfil convergido, ou seja, 12ns (figura 6.8), podemos observar um
primeiro minimo suave por volta de 3,6 A com energia livre de -7kcal/mol. Neste ponto
o anel A esta dentro da cavidade (figura 6.9a). Conforme penetra na cavidade uma
pequena barreira de energia aparece, por volta de 4,7A, cuja estrutura esta descrita
na figura 6.9b e apresenta o primeiro anel saindo da cavidade.

A medida que o colesterol percorre o interior da cavidade surge outro ponto de
minimo em 9A cuja energia -10,7kcal/mol. Neste ponto o grupo hidroxil, o anel A e B
e o0 grupo metil encontram-se fora da cavidade e os anéis C e D no interior (figura
6.9c). Apos este ponto a energia aumenta gradativamente até atingir um patamar

quando nao ha mais interacdes entre o colesterol e a ciclodextrina.
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Figura 6.8 — Perfil de energia livre obtida a partir do método do ABF para inclusédo do
colesterol na B-ciclodextrina pela orientacao Il. (a) Perfil de energia livre para 12ns (b)
numero de amostras ao longo da coordenada de reagao
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Figura 6.9 — Estrutura da inclusao do colesterol na 3-CD para orientacgao Il. (a) Préximo do
primeiro minimo, (b) proximo do maximo, (c) préximo ao segundo minimo.

A partir da equagao 19 é possivel calcular a energia livre de associagao do

colesterol com a B-ciclodextrina. Os valores obtidos encontram-se na tabela 6.1

Tabela 6.1 — Valores para energia de associacdo para ambas orientagcdes para formacao
com complexo de incluséo
Orientagao AGassociagao (kcal/mol)

I -4,6*
I -1,8

* AGassociacgo-tesrico = -4,5 kcal/mol calculado pelo mesmo método deste trabalho [31] e
AGassociagéo-experimental=-5,7kCa|/ mol [64]

Um fato a ser considerado € que, se fossemos analisar o valor da energia apenas pela
curva do perfil de energia livre, considerariamos a orientagéo Il como mais favoravel,
uma vez que esta possui um minimo mais acentuado (-11kcal/mol) comparado com a
orientacao | (-7,9kcal/mol), por isso é necessario fazer o uso da equacgao 20 para obter
o valor real da energia de associagéo.

Analisando os resultados da tabela 6.1 podemos concluir que é mais favoravel que a
complexagao ocorra na orientagéo |, uma vez que a energia de associagao se mostrou

mais negativa, ou seja, mais estavel.

b) Sistema B - Inclusdao da molécula de quercetina na -CD

Inicialmente calculou-se o perfil de energia livre para a inclusado da quercetina na
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B-ciclodextrina para a orientagdo | (Figura 6.10). Para esta orientagdo foram
necessarios 30ns por janela, totalizando 540ns de simulagéo, para a convergéncia

do perfil de energia livre.

2 T

.
o
[

AG(¢) (kcal/mol)

| 1 I 1
10 20 30

Figura 6.10- Perfil de energia livre para a inclusdo da quercetina na B-ciclodextrina ao longo
do eixo z.

A partir do perfil convergido (figura 6.11) podemos fazer as analises

necessarias.
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Figura 6.11 — (a) Perfil de energia livre para inclusdo da QCT na 3-CD, apos a convergéncia
do mesmo. (b) Numero de amostras ao longo da coordenada de reacao.

O grafico de como o sistema foi amostrado ao longo da coordenada de reagao
encontra-se na figura 6.11b e € possivel observar que o sistema visitou todos os
pontos da coordenada de reagdo de maneira homogénea.

Analisando a figura 6.11-a, podemos observar que a energia decresce
conforme a quercetina se aproxima da -CD, levando ao primeiro minimo por volta de
0,25A com energia livre -2,4 kcal/mol. A estrutura representativa deste ponto é
mostrada na figura 6.12-a. Neste complexo, o anel B da quercetina, adentra na
cavidade da CD, levando ao primeiro minimo de energia.

Conforme a QCT mergulha na cavidade, uma barreira de energia aparece,
devido ao impedimento estérico causados pelos grupos ramificados Figura 6.12-b.

O segundo minimo acontece por volta de 3,5A com energia livre de
-2,8kcal/mol. O segundo complexo host-guest € mostrado na figura 6.12-c. Podemos
observar que o primeiro anel esta saindo do interior da cavidade, enquanto os anéis
C e A estao entrando.

Com a saida da quercetina do interior da cavidade, a energia livre aumenta
progressivamente, até atingir um patamar, quando as duas espécies quimicas nao

interagem mais.

30
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Figura 6.12 — (a) Representacao do primeiro minimo apresentado no grafico da inclusédo
quercetina-ciclodextrina. (b) Representagéo do primeiro maximo, mostrando que o primeiro
anel encontra-se dentro da cavidade e o segundo comega a entrar. (c) Representagao do
segundo minimo, quando o primeiro anel ja saiu da cavidade e os demais estao no interior.

As mesmas anadlises foram feitas para a orientacdo Il, porem foram
necessarios 45ns por janela, totalizando 810ns de simulagao, para a convergéncia do

perfil de energia livre (figura 6.13).
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Figura 6.13- Perfil de energia livre para a inclusdo da quercetina na 3-ciclodextrina
na orientagao Il ao longo do eixo z

A partir do perfil convergido, ou seja, 45ns, podemos fazer as analises
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necessarias.
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Figura 6.14 — (a) Perfil de energia livre para inclusdo da QCT na B-CD, apds a convergéncia
do mesmo, para orientagao Il. (b) Numero de amostras ao longo da coordenada de reacao.

Podemos observar, a partir da figura 6.14a, que a medida que a quercetina se
aproxima da ciclodextrina a energia diminui gradativamente. Uma pequena barreira
surge neste momento, por volta de -4,9A, para uma posicéo especifica da quercetina
em relagao a ciclodextrina, que € o momento em que os grupos OH se aproximam
da cavidade (figura 6.15a). Conforme a quercetina segue no caminho de reagéo
surge um minimo bem acentuado em 3A e energia -4,5kcal/mol. A estrutura que
representa este ponto esta ilustrada na figura 6.15b e tem a caracteristica de ter o
grupo OH saindo do interior da cavidade e os dois primeiros anéis mergulhados no
interior. A medida que a quercetina continua o caminho a energia aumenta
gradativamente, passa por um ponto de maximo (figura 6.15c) e atinge um patamar,

quando ja nao ha mais interacao entre a QCT e a CD.

e

Figura 6.15 — (a) Representagéo do primeiro maximo apresentado no grafico da inclusao

quercetina-ciclodextrina. (b) Representagdo do minimo global, mostrando que o primeiro

anel se encontra dentro da cavidade e o segundo comega a entrar. (c) Representagéo do
segundo maximo, quando a quercetina se encontra no exterior da cavidade.
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A partir da equacao 19 é possivel calcular a energia livre de associagao da quercetina

com a [B-ciclodextrina. Os valores obtidos encontram-se na tabela 6.2

Tabela 6.2 — Valores de energia de associagéo para inclusdo da quercetina na f3-
ciclodextrina para ambas orientagoes
Orientagao AGassociaggo (kcal/mol)

I -2,3
I -1,9

Novamente, a partir da tabela 6.2 observamos que a orientagdo que possui energia
de associagdo mais negativa (orientagdo | com AGassociacso = -2,3kcal/mol) é a que
possui um grafico (figura 6.10) com uma profundidade menor, quando comparada com
a outra orientagao.

Analisando os resultados da tabela 6.2 podemos concluir que € mais favoravel que a
complexagao ocorra na orientagéo |, uma vez que a energia de associagado se mostrou

mais negativa, ou seja, mais estavel.

C) Sistema C - Inclusdao de uma molécula de colesterol na bicamada de
POPC

Apos as simulacbes e analises da formacdo do complexo de inclusdo da [3-
ciclodextrina com as moléculas de colesterol e quercetina, partimos para a analise da
energia livre de associagcao dessas moléculas em relagcdo a bicamada de POPC
previamente equilibrada.

Inicialmente comegamos a analise com a molécula de colesterol. Partiu-se da
estrutura inicial descrita na figura 5.4 de forma que o atomo O3 encontra-se de frente
para a face esquerda da bicamada. A partir deste ponto o colesterol foi movido ao
longo do caminho de reacgao e o perfil de energia livre obtido foi descrito na figura 6.16.
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Figura 6.16— Perfil de energia livre para a inclusdo do colesterol na bicamada de
POPC.

Foram necessarios 55ns por janela, totalizando 1,485 us de simulagao, para
a convergéncia do perfil de energia livre.
A partir do perfil convergido (figura 6.17a), ou seja, 55ns podemos fazer as

analises necessarias.
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Figura 6.17 — (a) Perfil de energia livre para inclusao do colesterol na bicamada, apds a
convergéncia do mesmo. (b) Numero de amostras ao longo da coordenada de reacgao.
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Podemos observar a partir de 6.17a dois minimos com energia por volta de -
4kcal/mol, o primeiro em 5A e o segundo em 30A, separados por um maximo em 12A.

O primeiro minimo apresenta a estrutura descrita na figura 6.18a, na qual o
colesterol se orienta na bicamada de forma a ficar uma configuragcao mais estavel. Ao
iniciar a entrada ele é posicionado com o grupo hidrofilico voltado para as cabecgas
polares da bicamada, conforme a orientagdo descrita na figura 5.4. A medida que ele
penetra na cavidade, ele se rotacional até que seu grupo polar esteja em contato com
0 grupo polar da bicamada e sua calda hidrofilica esteja em contato com a calda
hidrofilica das moléculas de POPC na bicamada. Esta necessidade de reorientagao
do colesterol na bicamada levou o perfil de energia livre demorar para convergir.

Seguindo no caminho de reagdo aparece uma barreira por volta de 10A e
energia positiva de 2kcal/mol. Observando a figura 6.18b notamos que nesta posi¢cao
tanto a cabeca hidrofilica, quando a calda hidrofébica do colesterol se encontra na
regido apolar da membrana, algo que nao é favoravel energeticamente.

Seguindo na direcao da outra face da bicamada outro minimo surge, por volta
de 30A com energia praticamente igual ao do primeiro minimo, de -4kcal/mol. Este
ponto esta representado na figura 6.18c que é o momento que a cabega polar do
colesterol se encontra em contato com a face hidrofilica da membrana e o corpo apolar
se encontra na regido hidrofébica. A medida que seguimos pelo caminho de reagéo a

energia aumenta, até o colesterol perder o contato com a bicamada.
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Figura 6.18 — (a) Representacdo do primeiro minimo apresentado no grafico da inclusédo
colesterol-ciclodextrina. (b) Representacdo do maximo, mostrando que neste ponto o
colesterol se encontra por inteiro na regido hidrofébica da bicamada. (c) Representagao do
segundo minimo, quando a parte hidrofilica do colesterol se encontra com a cabecga polar da
bicamada.

A partir da equacao 19 é possivel calcular a energia livre de associagéo do colesterol

com a bicamada de POPC. O valor obtido foi de AGassociagao = -1,9kcal/mol.

d) Sistema D - Inclusdao de uma molécula de quercetina na bicamada de
POPC

Para inclusao da quercetina na bicamada de POPC, partiu-se da estrutura
inicial, amostrada na figura 5.5, e dividiu-se o caminho de reacdo em 28 janelas de
2A, a fim de obter a convergéncia dos célculos mais rapidamente.

A fim de verificar a estabilidade da inser¢gao da quercetina na membrana,
foram realizados calculos de ABF. O grafico da figura 6.19 mostra que, 20ns por

janela, totalizando 540ns de simulagao, sao o suficiente para convergéncia da energia.
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Figura 6.19 — Perfil de energia livre da inser¢gao da quercetina na membrana de POPC.
Foram realizados os calculos do PMF para diferentes tempos até a obtengao da
convergéncia no mesmo.

Analisando a curva do PMF apés 20ns (Figura 6.20-a), ou seja, apos a
convergéncia, € possivel encontrar a posicdo mais estavel da quercetina no sistema.
A partir da figura 6.20-b pode-se analisar que o sistema foi amostrado de forma
homogénea, ou seja, a molécula de quercetina visitou todo o caminho de reagao, que
mostra que os resultados sao confiaveis.

Destacando a regido de minima energia (Figura 6.20), pode-se notar uma
regido de minima energia mais destacada, que € a posi¢cao mais estavel da quercetina

na membrana.
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Figura 6.20 — (a) Perfil de energia livre apés a convergéncia. (b) NUmero de amostras ao
longo da coordenada de reacéo.
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Figura 6.21 — (a) PMF total para 20ns destacando-se em azul a regido que sera ampliada.
(b) Regido ampliada do PMF, mostrando com detalhe um minimo, que € a regido de maior
estabilidade da molécula da quercetina.

Analisando a figura 6.21-b observa-se um minimo de energia por volta de 7,2A
com energia livre de -2,5kcal/mol.

Pelo fato da quercetina ndo possuir uma regiao hidrofilica e hidrofébica bem
definida, a posigcdo mais estavel dela ndo necessitou um rearranjo em relagdo a
posicdo de entrada na bicamada. Isto justifica o fato de o perfil de energia livre
convergir mais rapidamente, quando comparado a inser¢gdo do colesterol na
bicamada, e também o fato de ter apenas uma regiao de minimo de energia.

A estrutura associada a este ponto € dada pela figura 6.22. Conforme a
molécula penetra no interior da membrana, a energia aumenta rapidamente,

mostrando que, voltar para 0 meio aquoso € um processo energeticamente



67

desfavoravel.
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Figura 6.22 — Posicao mais estavel da quercetina, referente ao minimo de energia
observado no gréfico da figura 6.21-b.

A partir da figura acima pode-se notar que a posigao de maior estabilidade da

quercetina, ao longo do caminho de reacgao, é quando ela esta, quase que totalmente,

penetrada na membrana.

A partir da equacao 19 é possivel calcular a energia livre de associagao da quercetina

com a bicamada de POPC. O valor obtido foi de AGassociagao = -1,9kcal/mol.
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7 — Conclusdes e Perspectivas

Relacionando os resultados obtidos no item 6 deste trabalho, podemos
observar que, comparando a energia de associagdo do colesterol com a pB-
ciclodextrina (AGassociagao = -4,6kcal/mol) com a energia de associagao da quercetina
com a B-cicodextrina (AGassociagao = -2,3kcal/mol), concluimos que o colesterol possui
maior afinidade com a B-ciclodextrina, formando complexos mais estaveis.

Por sua vez, comparando as energias de associagao do colesterol e da
quercetina com a bicamada de POPC, ambas de -1,9kcal/mol, concluimos que ambas
as moléculas possuem afinidade com a bicamada, e quando estdo apenas na
presenca desta, ambos complexos sao estaveis.

Analisando agora a energia de associa¢ao do colesterol nos dois sistemas, [3-
ciclodextrina (AGassociacago = -4,6kcal/mol) e bicamada de POPC (AGassociagso = -
1,9kcal/mol) é facil de notar que o colesterol prefere estar com a ciclodextrina, do que
na bicamada de POPC pura.

Fazendo as mesmas analises para energia de associagao da quercetina nos
dois sistemas B-ciclodextrina (AGassociagaso = -2,3kcal/mol) e bicamada de POPC
(AGassociagao = -1,9kcal/mol), concluimos que para quercetina, estar em qualquer um
dos dois sistemas é igualmente favoravel, uma vez que a energia de associagao para
ambos é proxima.

A diferenga da energia livre entre esses dois processos (associagcao a
ciclodextrina ou a bicamada de POPC), AAG, pode ser calculada a partir de um ciclo

termodinamico, conforme a figura 6.1:
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AG p-ciclodextrina
colesterol +
colesterol
-~
AG =0 AAG,,
e
AG, bicamada POPC
colesterol > +

colesterol

Figura 7.1 — Ciclo termodinamico para associa¢ao do colesterol na -ciclodextrina
€ na bicamada de POPC. Todos os sistemas estido em solugao.

No esquema da figura 6.1, AG1é a energia livre de associagao do colesterol
na ciclodextrina e AGz é a energia livre de associagao do colesterol na bicamada de
POPC.

A diferenga nas energias livres de associagao pode ser escrita como AAG12 =
AG1-AG2 =-4,6 — (-1,9) = -2,7kcal/mol.

Para a associagdo da molécula de quercetina temos o ciclo termodinamico

descrito na figura 6.2.

AG, B-ciclodextrina
quercetina 7 +

quercetina
~

AG =0 AAG,,
b
AG, bicamada POPC
quercetina +
quercetina

Figura 7.2 — Ciclo termodinamico para associa¢ao da quercetina na B-ciclodextrina

e na bicamada de POPC Todos os sistemas estao em solucéo.

No esquema da figura 6.2, AGs é a energia livre de associagao da quercetina
na ciclodextrina e AG4 é a energia livre de associagcao da quercetina na bicamada de
POPC.

A diferenga nas energias livres de associagao pode ser escrita como AAGz4 =
AG3—AGs =-2,3 — (-1,9) = -0,4kcal/mol.



70

A partir desses resultados concluimos que é mais facil o colesterol sair da
bicamada e ir para a 3-ciclodextrina, do que a quercetina fazer esse caminho.

Relacionando esses resultados com o modelo tedrico de entrega de farmaco
a ceélula, que propde a troca da molécula de colesterol presente na membrana por
uma molécula de quercetina presente na ciclodextrina, vimos, com os resultados
obtidos, uma boa coeréncia, uma vez que o colesterol apresenta maior afinidade com
a molécula de B-ciclodextrina, o que nos faz concluir que ha a possibilidade desta
saida do colesterol da membrana para a molécula de ciclodextrina. Com isso o
colesterol tende a expulsar a quercetina que estava na cavidade da ciclodextrina, e
esta fica no meio aquoso, cuja posicdo € extremamente desfavoravel. Como esta
molécula tem afinidade com a bicamada, ela tende a entrar nesta regido, ocorrendo
assim a troca.

Para melhor compreensao dos resultados, como perspectivas futuras a este
trabalho, esta a realizagdo da inclusdo das moléculas de colesterol e de quercetina
em bicamadas com diferentes porcentagens de colesterol em sua composig¢ao e
também outros tipos de bicamada e outros complexos com diferentes flavonoides e

outros tipos de ciclodextrinas.
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