Programa de P6s-Graduacdo em Quimica — Mestrado

Instituto de Quimica - Universidade Federal de Uberlandia

RICHARD ANDRE CUNHA

CARACTERIZACAO MOLECULAR DO MECANISMO DE INTERACAO DE QUITOSANAS COM

BICAMADAS LIPIDICAS COMPOSTAS DE DIPALMITOILFOSFATIDILCOLINA

UBERLANDIA
2013



RICHARD ANDRE CUNHA

CARACTERIZACAO MOLECULAR DO MECANISMO DE INTERACAO DE QUITOSANAS COM
BICAMADAS LIPIDICAS COMPOSTAS DE DIPALMITOILFOSFATIDILCOLINA

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestrado em Quimica pelo Programa de
Pds-Graduacao em Quimica  da
Universidade Federal de Uberlandia.

Area de concentracdo: Fisico-Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo de Faria

Franca

UBERLANDIA
2013



SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

J

Ata da defesa de DISSERTACAQ DE MESTRADO junto ao Programa de Pés-Graduagio em
Quimica, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
DEFESA DE DISSERTAGAO DE MESTRADO ACADEMICO, NUMERO 165/COPGQ.

DATA: 01/03/2013

DiscenTe: Richard André Cunha MATRICULA: 11122QMI006
TiTuLo DO TRABALHO: Caracterizagdo molecular do mecanismo de interagdo de quitosanas com
bicamadas lipidicas compostas de dipalmitoilfosfatidilcolina.

ARreA DE CONCENTRACAO: Quimica

LINHA DE PESQUISA: Fisico-quimica de Macromoléculas e Coloides

ProJETC DE PESQUISA DE VINCULAGAO: Caracterizagdo molecular de produtos de interesse
biotecnologico — nanoparticulas de quitosana (para descontaminacdo ambiental e
regeneragao celular) e complexos metédlicos (com potencial atividade antitumoral e
antifungicida).

As quatorze horas do dia primeiro de margo do ano dois mil e treze, no Auditério 50-F do
Campus Santa Monica, reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos Professores
Doutores Osmair Vital de Oliveira, do Instituto Federal do Espirito Santos, Carlos Alberto de
Oliveira, do Instituto de Quimica da UFU e Eduardo de Faria Franca, professor(a)
orientador(a) e presidente da mesa. Iniciando os trabalhos, o(a) presidente da mesa
apresentou o(a) candidato(a) e a Banca Examinadora, agradeceu a presenca do publico e
discorreu sobre as normas e critérios para a realizagdo desta sessdo, baseadas na Norma
Interna n2 01/2010/COPGQ. Em seguida, o(a) presidente da mesa concedeu a palavra ao(a)
candidato(a) para a exposicdo do seu trabalho e, em seqiéncia, aos examinadores, em
ordem sucessiva, para arguir o(a) apresentador(a). A duracdo da apresentacio e o tempo de
arguicdo e resposta deram-se conforme as normas do Programa. Ultimada a arguigdo,
desenvolvida dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessdo secreta, atribuiu os
conceitos finais e A provou o(a) candidato(a). Por sugest3o da Banca Examinadora, o titulo
dotrabalhosera _ QO M ES/u O

Esta defesa de Dissertacdo de Mestrado Académico é parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Mestre. O competente diploma serd expedido apds cumprimento do
estabelecido nas normas do Programa, legislagdo e regulamentacgdo internas da UFU. As
correcdes observadas pelos examinadores deverdo ser realizadas no prazo maximo de 5Q_
dias. Nada mais havendo a tratar, deu-se por encerrada a sessdo as _1&_ horas e 10 _
minutos e lavrada a presente ata, que apods lida e aprovada, foi assinada pela Banca
Examinadora.

f— . 1 | - .
Prof. Dr. Osmair Vital de Oliveira — IFES Prof. Dr. Carlos}berto de Oliveira — IQUFU
— 7 :
Orientador(a): Prof. Dr. Eduardo de Faria Franca — IQUFU

Universidade Federal de Uberiandia - Avenida Joao Naves de Aviia, n* 2121, Balrro Santa Monica - 38.408-144 - Uberidndia — MG
+55 = 34 - 3239-4385 cpaquimica@ufy br hitp://vww cpgquimica.iq ufu.br




A Deus.

Ao0s meus pais: Rener e Irani.

Ao meu amado irméo: Robert.

A minha amada namorada: Marina.

A minha maravilhosa familia.



“Cultura ¢ indicio de compromisso.
Inteligéncia é traco mental solicitando o
complemento do amor para conduzir o
homem aos rumos do bem. ”

(Ermance Dufaux)



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus, pela oportunidade Unica de ter nascido cercado de
tanto amor. Pela oportunidade incrivel de viver proximo a pessoas maravilhosas. Agradeco
por todos os dias que somente a crenca em Deus e a fé na vida futura puderam me

impulsionar.

Ao Professor, Orientador, Amigo e Companheiro, Prof. Dr. Eduardo de Faria Franca,
pela paciéncia, dedicagdo, confianca e amizade. Pela orientagdo, que foi decisiva para toda
minha vida académica, me apresentado a area com a qual irei sempre trabalhar; por me

ensinar a ndo desistir, e principalmente, pelo incentivo e reconhecimento. Muito obrigado!

Ao Dr. Roberto Dias Lins Neto pela orientacdo, amizade, confianca e palavras de
incentivo sem as quais eu ndo poderia imaginar o qudo longe eu posso ir. Por acreditar em
mim e me incentivar me apoiando sempre que precisei. Pelos momentos de descontracéo, e
principalmente pela enorme quantidade de conhecimento que me passou, sempre com muita

atencdo e paciéncia. Muito obrigado!

Aos membros da banca, Prof. Dr. Carlos Alberto de Oliveira e Prof. Dr. Osmair Vital de
Oliveria, meu muito obrigado por aceitarem o convite para o encerramento deste mestrado. E
uma grande honra poder contar com vocés na comissao examinadora e agradecemos por todas
as contribuicdes feitas ao nosso trabalho.

A0 meu papai € minha mamae que sdo 0s responsaveis pela minha formacao de vida,
fisica e espiritual. Agradeco pelo carinho de todas as horas, pelo esforco sem medidas, que me

proporciona condicdes para crescer moral, espiritual e intelectualmente.

Ao meu querido irmdo Robert, por ser uma das maiores inspiracdes de minha vida,
sempre me impulsionando para o bem. Obrigado por me compreender, ouvir, apoiar e

incentivar.

Ao meu Amor, Marina, pela compreensdo, e pelas inimeras rendncias em nome de
nosso bem-estar. Pelo carinho e amor incondicional que me motiva a construir um futuro

digno.



A Sonia, pelo apoio e compreensdo incondicionais, e também pelas conversas sempre

edificantes e proveitosas.

Ao Agnaldo, pela amizade, alegria e forgca que contribuem pra eu continuar seguindo.

A Profa. Dra. Silvana Guillardi, pela amizade, incentivo e apoio crucial na minha vida

académica.

Aos amigos do coracdo: Bruno Garcés, Erick, Juliano, Keila e Rodrigo Banana, que
podem contar com minha gratiddao sempre, por terem sido fundamentais em varias etapas

académicas importantissimas assim como em minha vida.

Aos amigos, da UFU pelo apoio e momentos de descontracdo e alegria: Ana Cristina,
Lucas, Héden (Zituz), Drielly, Ana Caroline, Michel, Albert, Renata, Vinicius, Fellipy,

Leandro (Japa), Jose e Guedmiller.

A Mayta, pela amizade, carinho e pelo auxilio, sempre de pronto, a todas as minhas

necessidades académicas.

A minha familia maravilhosa, cujo amor é o que me mantém vivo. Muito Obrigado! As
vovos Jeovania e Edite; as Tias: Iraides, Irene, Joana, Nair, Cida, Mara e Régia; Aos Tios:
Zezinho, Luis, Lauro, Eduardo, Romes, Rogério; Aos primos(as) incriveis: Lucas, Felipe,
Fred, Victor, Jodo Marcos, Kaud, André, Denizon, Paula, Daniela, Livia, Alessandra, Mary
Joe e Mariana.

A todos os professores que contribuiram com minha formagéo académica.

A Universidade Federal de Uberlandia que sempre supriu minhas necessidades

académicas e me acolheu durante esses Ultimos anos.

A CAPES, pelo apoio financeiro.

Vi



Ao Pacific Northwest National Laboratory, Richland — USA, pela infra-estrutura em

horas computacionais, para realizacéo de parte deste trabalho.

vii



Resumo

A quitosana é wuma versatii macromolécula com total biocompatibilidade,
biodegradabilidade e um carater catibnico que a torna vantajosa para aplicagdes biomédicas,
(engenharia de tecidos: pele, ossos, células neurais e figado), bem como em aplicacdes
biofarmacéuticas (entrega de drogas e genes). As informacdes apresentadas através de
técnicas experimentais atuais sdo pouco conclusivas em relacdo aos eventos moleculares por
trds da bioatividade da quitosana e, em sua maioria, se limitam a descrever propriedades
macroscopicas. No presente trabalho utilizou-se de simula¢fes por dindmica molecular para
se obter uma descricdo da interagdo da quitosana com modelos de membrana formados por
unidades de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Estes fosfolipidios, em especial, séo
biomoléculas largamente encontradas em membranas bioldgicas sendo majoritariamente
determinantes nas propriedades de membranas celulares. Para descricdo do comportamento
molecular da quitosana e do DPPC nas simulac@es, utilizaram-se parametros recentemente
desenvolvidos e/ou modificados. Os sistemas iniciais utilizados consistem em uma quantidade
variada de cadeias de quitosanas com grau de acetilacdo de 20%, colocadas a alguns
angstroms da bicamada de DPPC, em solvente explicito. A relacdo entre a quantidade de
quitosana e moléculas de agua visou reproduzir as concentracdes de 10, 30 e 50 mg/mL de
quitosana. As simulacdes foram realizadas por 100 ns para o DPPC, 150 para 10 mg/mL e
250 ns para 30 e 50 mg/mL de quitosana. Os resultados sugerem que 0 mecanismo de acao
biologica da quitosana em bicamadas lipidicas ndo pode ser explicado apenas por interacdes
eletrostaticas. As simulacdes permitiram descrever o papel dos grupos polares nas interacdes
quitosana — DPPC, bem como sua relacdo com o solvente. Desta forma, as ligacdes de
hidrogénio tém papel tdo importante quanto as eletrostaticas, e o0 mecanismo de interacdo
depende também de fatores como a interacdo com o solvente e a concentracao de quitosana. O
aumento na concentracdo de quitosana esta diretamente ligado com a efetividade das
interacdes especificas, direcionadas pela competicdo entre a interacdo quitosana — quitosana e
quitosana — DPPC. Os residuos N-acetilglicosamina, mostraram ter importante contribuicéo
para acdo da quitosana na membrana, sendo esta dependente da concentracdo de quitosana. A
quitosana induz alteracGes estruturais na organizacdo supramolecular da membrana, e fatores
como area média por lipidio e a ordem dos carbonos nas cadeias alifaticas sdo bastante
alterados nas concentracGes de 30 e 50 mg/mL.

Palavras-chaves: Quitosana, bicamadas lipidicas, DPPC, Dinamica Molecular.
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Abstract

Chitosan is a versatile macromolecule with total biocompatibility, biodegradability and
a cationic character which makes it suitable to biomedical applications (tissue engineering:
skin, bones, neural cell and liver), as well to biopharmaceutical (drug and gene delivery). The
information presented by experimental techniques remains unclear about the molecular events
that are related with the biological activity of chitosan, and most of them, are limited to
describe macroscopic properties. In the present work, simulations of molecular dynamics
simulations were used in order to describe the interaction between the chitosan and models of
biological membranes made by units of dipalmitoylphosfatidylcholine (DPPC). These
phospholipids, in particular, could be largely found in biological membranes, playing an
important role in the cells membranes. In order to describe the molecular behavior of the
chitosan and DPPC in the simulations, were used parameters recently developed or improved.
The initial systems were built by putting a variable amount of chitosan chains, with 20% of
acetylation degree, at a few angstroms of the DPPC bilayer, in explicit solvent. The relation
between the quantity of chitosan and the number of water molecules, aims to reproduce the
chitosan concentration of 10, 30 e 50 mg/mL. The simulations were made by 100 ns for the
DPPC only, 150 ns for the 10 mg/mL and 250 ns for the concentration of 30 and 50 mg/mL.
The results suggest that the biological action mechanism of the chitosan on lipids bilayers
cannot be explained only by electrostatic interactions. The simulations help to describe the
role of the polar groups in the chitosan — DPPC interactions, as well their relationship with the
solvent. Thereby, the hydrogen bond plays an important role such as the pure electrostatic
interactions, and this interaction mechanism also depends on factors such as the chitosan
concentration and the relation with water. The increase in the chitosan concentration is closely
dependant on the effectiveness of specific interactions, that are driven by the competition
between the interactions of the type chitosan — chitosan, and chitosan-DPPC. The N-
acetylglicosamine residues, showed to have an important role on the chitosan action in the
membrane, with a concentration dependant influence. The chitosan inflicts structural
alterations in the supramolecular organization of the membrane, and properties such as area
per lipid and order parameter of the carbons in the aliphatic chain, which are drastically
affected by the chitosan concentrations of 30 and 50 mg/mL.

Keywords: Chitosan, Lipid Bilayers, DPPC, Molecular Dynamics.
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Justificativa

A quitosana é um biopolimero catibnico com propriedades Unicas que a conferem
inumeras aplicacGes. No campo da engenharia de tecidos, 0 uso de materiais artificiais é uma
estratégia adequada na criacdo de um meio favoravel ao crescimento e reparo de nervos
periféricos danificados [1, 2]. E neste contexto, a quitosana se destaca como um material
extremamente versatil [3, 4]. Este polissacarideo agrega notaveis caracteristicas, podendo-se
enfatizar sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, acdo bactericida e fungicida; e a
possibilidade de ser fabricada em variadas formas (filmes, membranas, 3D scaffolds, géis,
microesferas, nanoparticulas e nanofibras) [5-8]. A quitosana, como seus derivados e
compositos, tem acdo comprovada como matriz de crescimento celular, induzindo
regeneracdo neural [9]. No campo biofarmacéutico a quitosana também se mostra bastante
promissora, podendo ser aplicada para entrega de drogas, genes e até mesmo na formagéo de
compositos com lipossomas, 0 que leva a outras inimeras aplicacGes [10-14].

Ainda que a quitosana tenha inimeras aplicacdes, ha grande dificuldade em descrever
0s mecanismos de acdo da quitosana com sistemas biologicos a nivel molecular, incluindo
interacdes entre a quitosana e as membranas celulares [15]. Os trabalhos neste campo se
focam na analise de propriedades macroscopicas fornecendo uma visdo um pouco superficial
do que pode estar ocorrendo a nivel molecular [16-19]. Com o aperfeicoamento de técnicas e
modelos para estudo a resolucdo dos experimentos vem aumentando, no entanto ndo se sabe
quando teremos plena instrumentacdo e metodologia para abordar a atividade biolégica da
quitosana com uma visdo molecular. Dessa forma, este trabalho propbe elucidar os
mecanismos de acdo da quitosana em modelos de membranas celulares através da simulagédo
computacional em nivel atomistico, correlacionando o0s sistemas microscopicos com as
propriedades macroscopicas. Essa compreensdo molecular da interacdo da quitosana com
membranas podera contribuir significativamente para o desenvolvimento de novas aplicacdes

assim como no aperfeicoamento das propostas ja existentes.
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1 Introducéao

1.1 Membranas Celulares

As membranas celulares sdo componentes primordiais do mundo bioldgico. Acredita-se
que as primeiras células possam ter surgidos através do envolvimento de RNA autoreplicante
por uma membrana de fosfolipidios [20]. Com excec¢do de alguns virus, todos 0s seres vivos
dependem de uma maneira ou outra, de membranas celulares. Elas separam o contetdo
interno das células do resto do universo, podendo formar também compartimentos
intracelulares no citoplasma. As membranas plasmaticas, tanto em células procarioticas
guanto em eucaridticas, controlam a composicao do citoplasma servindo como uma barreira
seletiva para transporte de moléculas [21].

As membranas celulares tém como arcabougo uma bicamada fluida composta em sua
maioria por lipidios, proteinas e alguns polissacarideos. A porcentagem de cada componente
varia com o tipo de célula e sua fungdo sendo que os lipidios sdo 0s componentes mais
abundantes em células animais, a quantidade de lipidios na membrana pode chegar a 80% [22,
23]. A Tabela 1 mostra a porcentagens em massas de proteinas, lipidios e carboidratos [24].
Note que a relacbes de massa de proteinas em relacdo a dos lipidios fica proxima a um e em
muitas vezes supera esse numero, no entanto uma unica proteina de membrana pode ter a
massa milhares de vezes superior a de um lipidio, comprovando a superioridade em ndmero

de moléculas que os lipidios tém relacdo as outras.

Tabela 1- Porcentagem de massa dos principais componentes de algumas membranas
biolégicas. Adaptado de [24].

Proteinas Lipidios Carboidratos Relacéo
Membrana i L
(%) (%) (%) Proteinas/Lipidios

Células de figados de ratos 46 54 2-4 0,85
(%2] (7]
g 8

S B Eritrocito humano 49 43 8 1,1
e £
E &
g =

2 = Ameba 52 42 4 13

Membrana Nuclear do figado de Rato 59 35 2,0 1,6

Membrana mitocondrial externa 52 48 (2-4) 1,1

Membrana mitocondrial interna 76 24 (1-2) 3,2
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Mielina 18 79 3 0,23
Bactéria gram-positiva 75 25 (10) 3,0

Halobacterium purple membrane 75 25 3,0

As propriedades estruturais das membranas sdo definidas principalmente pelos lipidios
e proteinas que a compdem. As proteinas de membranas desempenham iniimeros papéis no
metabolismo celular que vao desde fixacdo estrutural até funcdes especializadas como
reconhecimento de determinadas moléculas, transporte de elétrons e até mesmo interacdes
com outras células [25]. A membrana celular e seus componentes tém participagdo em
praticamente todos os processos celulares importantes. A produgdo de energia em nosso
organismo depende fortemente do transporte de moléculas para dentro e fora da célula. Como
exemplo, a conversdo de energia elétrica produzida pelo gradiente de carga ao longo da
membrana em energia quimica armazenada na forma de ligagdes do fosfato no ATP.

Muitos mecanismos das atividades celulares ainda permanecem desconhecidos, e isso se
deve principalmente a complexidade deste sistema, de como seus componentes se relacionam
e a dificuldade experimental de lidar com células para estudos a nivel molecular. Por isso o

uso de técnicas computacionais pode contribuir fortemente no campo da biologia molecular.

1.1.1  Bicamadas Lipidicas

As bicamadas lipidicas sdo a base estrutural das membranas celulares, servindo de
arcabouco para outros componentes como proteinas. Sdo formadas em sua maioria por
fosfolipidios  (glicerofosfolipidios) podendo conter também glicolipidios (glicosil-
diacilglicerdis), esfingolipidios, esterdis e lipo-polissacaridios [26]. Um dos fosfolipidios
comumente presente em membranas celulares de mamiferos é a dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), cuja estrutura esta representada na Figura 1A. O DPPC possui duas caldas de &cidos
graxos hidrofébicas e uma cabeca hidrofilica e zwiteriénica [21]. Assim como o DPPC os
lipidios em geral sdo biomoléculas anfipaticas podendo ou ndo ser zwiteridnicas. Estima-se
que em geral que cerca de 10% dos lipidios apresentam-se carregados [27]. No mapa de
distribuicdo de cargas do DPPC, na Figura 1B, podemos observar quais grupos contribuem
para a polaridade ao longo da molécula de DPPC. Devido a polaridade e hidrofilicidade da

cabeca dos lipidios, estas se posicionam nas bordas da bicamada enquanto as caldas
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compostas de carbono e hidrogénio interagem entre si e ocupando 0 centro da estrutura,

formando camadas [28].

sn2

Figura 1 — A) Estrutura da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). B) Representacdo da estrutura
tridimensional do DPPC e a polaridade de algumas regides.

As interacdes entre os lipidios determinam importantes propriedades da membrana. O
equilibrio de forcas entre interacdes eletrostaticas, de van der Walls (vdW) e ligacbes de
hidrogénio (efeito da dgua) determinam caracteristicas dindmicas da bicamada tais como sua
largura, a area ocupada por lipidio e o coeficiente de difusdo lateral dos lipidios. As interagcdes
do tipo van der Waals prevalecem dentre os lipidios; no entanto, sdo relativamente fracas, se
comparadas as eletrostaticas. A regido polar dos lipidios é estabilizada ndo s6 por interacdes
entre elas, mas também interacdes com a agua, sendo esta Gltima primordial na estabilizacao
da estrutura [22].

Os lipidios tém relativa liberdade na membrana e interagem de maneira muito dinamica.
As interacBes que ocorrem na bicamada sdo suficientes para manter o padrdo estrutural e
permitem movimentacdes lipidicas translacionais e rotacionais na membrana como mostrado
na Figura 2. Desta forma a matriz de lipidio de quase todas as biomembranas estd num estado
liquido-cristalino lamelar caracterizado pela formagdo de uma camada dupla estavel [28]. O
modelo de mosaico fluido proposto por Singer e Nicholson foi o primeiro a sugerir que uma
bicamada lipidica poderia ser comparada a um liquido bidimensional [29]. Os graus de

liberdade translacionais dos lipidios estdo inerentemente ligados & elasticidade da bicamada
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assim como importantes fungdes das membranas, como permeabilidade a solventes e solutos,
e acdo de proteinas de membrana periféricas e integrais. A manutencdo do carater liquido-
cristalino da matriz lipidica da membrana requer uma composicao especifica assim como uma

determinada faixa de temperatura e estado de hidratagao [30].

9

Figura 2 — Representacdo de uma camada lipidica e dos movimentos possiveis dos lipidios
sem considerar passagem para outra camada.

A compreensdo da estrutura molecular das membranas é de fundamental importancia, e
este topico ja foi largamente estudado ao longo dos anos, visto que o modelo de mosaico
fluido de Singer e Nicholson sugere que a fluidez da membrana tem importante papel nas suas
propriedades biologicas [31]. Nos ultimos anos, o foco do estudo tem apontado para a
caracterizacdo de propriedades dindmicas da bicamada e como estas sdo afetadas pela
interacdo com proteinas e peptideos [32, 33]. A combinacdo de metodologias tedricas e
experimentais torna possivel a descri¢do da estrutura molecular de bicamadas lipidicas e, até
certo ponto, membranas celulares. A ordenacdo dos lipidios e sua dindmica podem ser
estudadas através de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de
infravermelho/Raman, espectroscopia de fluorescéncia com resolugdo temporal em marcas
localizadas em diferentes regides da bicamada, ressonancia paramagnética eletronica (EPR)
de spin, varredura diferencial de calorimetria (DSC), difracdo de raios-X e néutrons, além de
simulagdes moleculares. As simulagdes moleculares provéem uma descricdo detalhada dos
movimentos moleculares ao longo de determinado tempo. O aumento no poder
computacional, em termos de processamento e memdria tem permitido que as simulacfes

possam ser estendidas alcancando escalas de tempo de até microssegundos. Desta forma é
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possivel simular grande parte dos movimentos moleculares dos lipidios na membrana. As

escalas de tempo de correlacdo dos lipidios na membrana estdo mostradas na Figura 3.

Oscilagao da difusao
rotacional 10" s

<

Protrusao
10°sa10*
Isomerizagao sa s
gauche-trans 10™s \
Flip-flop
10°sa10"s

Oscilagdes nas /

ligagoes 10" s

Difusao lateral
107 s

Ondulagdes
10°sal0"'s

Figura 3 — Movimentos dos lipidios em membranas e 0s tempos aproximados de

correlacdo. Adaptada do livro “The Structure of Biological Membranes” no capitulo 4 de

YEAGLE, P. L. e colaboradores [22].
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1.2 Quitosana

A quitosana € um copolimero linear e semi-sintético obtido a partir da desacetilacdo
alcalina da quitina. Seus mondmeros estdo unidos por liga¢fes glicosidicas do tipo f(1-4), e
sédo alternados de forma randdmica entre glicosamina (GIcN) e N-acetilglicosamina
(GIcNAc). Os dois mondmeros se diferem pelo substituinte na posicdo C2 do anel glicosidico,
podendo ser um grupamento amino ou acetamino (N-acetil) [34]. A representacdo de uma
unidade de quitosana/quitina é dada na Figura 4. A producdo natural de quitina chega a
centenas de bilhdes de toneladas por ano, tornando este biomaterial um dos mais abundantes
no planeta. Uma grande parte da quitina presente na natureza se encontra no exoesqueleto de
artropodes, tais como o0 camardo e caranguejos [35]. Tanto a quitina quanto a quitosana sao
biocompativeis e biodegradaveis, tornando estes materiais compativeis com a proposta de
sustentabilidade. Devido a enorme disponibilidade da quitina, a quitosana pode ser

considerada como um material proveniente de uma fonte renovavel.

N
OH C—CH,
7 in
04— \ X L &
~~¢s5 05 c3—C2” / al
C3———(C2 o ¥ —
HO \\CI/OI\C4/C\5C6 03
NH, 00~ Hoe
GlcN GlcNAc

n

Figura 4 — Representacdo esquematica das duas unidades monoméricas que compde a
quitosana onde n € o grau de polimerizacdo. As cadeias de quitina e quitosana sdo formadas
por diferentes proporcdes destes residuos, sendo o residuo GIcN predominante na quitosana.

Estdo destacados em vermelho os substituintes responsaveis pela diferenciacdo dos
mondmeros e os angulos diedros ® e ¥ (formados pelos 4tomos O5-C1-0O1-C4 .1y and C1-
01-C4n+1)-C5(n+1)). Adaptada do livro “The Complex World of the Polysaccharides”, capitulo

9 de nossa autoria [36].

A quitina é composta por residuos de GIcNAc que ao serem submetidos a hidrélise

alcalina, perdem o acetato sendo convertidos em residuos de GIcN. Esta reagdo é chamada de
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desacetilacdo e por ndo ser um processo homogéneo os residuos GICNAc e GIcN adotam
proporc¢des e posicdes variadas nas cadeias do biopolimero [37, 38]. A proporc¢do de residuos
GIcNACc, expressa em porcentagem, € denominada grau de acetilacdo (GA) e este influem
significativamente as propriedades da quitina e quitosana [39, 40]. A proporcdo relativa
dessas unidades nas cadeias macromoleculares de quitosana tem efeito marcante na sua
solubilidade, sendo este um dos parametros adotados para determinar a diferenga entre quitina
e quitosana. Considera-se como quitosana os polissacarideos cuja composicdo seja de grupos
GIcNAc e GIcN em proporcdo que seja possivel solubilizd-lo em meio fracamente acido
(geralmente 0,1 mol/L de acido acético). Convencionalmente, quando o GA da quitina é
inferior a 50%, ou seja, mais da metade dos residuos possui grupamentos amino, podemos
considera-la como quitosana.

Devido a sua estrutura unica, a quitosana tem se mostrado com um biomaterial muito
promissor com aplicagdes nos mais diversos campos. Dentre 0s principais, que a quitosana se
aplica, podemos destacar sua utilizacio em quimica verde; aplicagdes biomedicas e
farmacéuticas; em alimentos [41]; e agricultura [42]. A estrutura intrinseca da quitosana e a
sua interacdo dindmica com a agua e biomoléculas sdo determinantes para suas aplicacdes.
Sua estrutura varia de acordo com mudangas em sua massa molecular média (MM), que esta
relacionada ao tamanho da cadeia, a0 GA e a modificacbes quimicas em sua estrutura. Os
tipos de modificagdes quimicas e formacdo de compdsitos com a quitosana sao inumeros e
ndo serdo abordados neste trabalho (um review pode ser encontrado na referéncia [43]) [43-
47].

A quitosana possui propriedades quelantes e alta absortividade, o que a torna um
excelente material para a reparacdo de ambientes contaminados com metais pesados [48].
Uma das primeiras utilizacbes da quitosana foi para a remocdo de mercdrio de aguas
contaminadas, sendo também utilizada para remover uranio/uranila [49, 50]. O processo de
quelacdo dos metais ocorre nos grupos polares da quitosana (hidroxilas e acetamida e aminas
primarias). Estes grupos sdo determinantes no comportamento quimico da quitosana frente a
interacdes da quitosana com o solvente, sendo responsaveis por importantes propriedades para
processo de solubilizacdo da quitosana (em meios fracamente acidos, pH = 6,5), tais como:
alta hidrofilicidade, reatividade e flexibilidade estrutural.

Além de ser proveniente de uma fonte renovavel, ser completamente atoxica, quelar
metais e possuir atividade antifingica e antibacteriana, a quitosana € um excelente material

absortivo. Este polissacarideo pode ser utilizado como floculante no tratamento de agua e na
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remogao de agentes nocivos como pesticidas e corantes industriais de aguas residuais [51-54].
Seu caréter catibnico pode ser controlado através do pH da solugdo na qual estd preparada. A
partir do controle da distribuicdo de cargas da quitosana em solucdo a mesma pode ser
utilizada como suporte para catalises e adsorcdo de proteinas [55, 56]. A quitosana pode ser
preparada em diferentes formas, tais como geis, membranas, nanofibras, -esferas,
microparticulas, nanoparticulas, 3D scaffolds e esponjas [57]. A vastiddo de aplicacdes
biomédicas da quitosana tem de receber especial importancia devido a sua imensa variedade e
complexidade, por isso serdo tratadas nos proximos tépicos, logo apds uma discussao sobre a

estrutura molecular da quitosana.

1.2.1  Estrutura molecular e dinamica estrutural da quitosana

A caracterizacgdo da estrutura molecular da quitosana se da a partir das mesmas técnicas
utilizadas na caracterizagdo na maioria dos polissacarideos, e conseqlientemente possui as
mesmas dificuldades. A descri¢do da estrutura de acucares € um desafio, pois esta classe de
biomoléculas é altamente flexivel e responde com severas modificacdes conformacionais
frente a modificagdes quimicas, complexacdo com biomoléculas, mudancas no pH, forca
ibnica e tipos de solvente [37]. Os oligossacarideos quando solvatados tendem a adotar
conformac6es cuja flutuacdo se baseia na enorme variedade de arranjos espaciais em torno
das ligacGes glicosidicas. Desta forma, um dos problemas chave na caracterizacdo de
carboidratos é a descri¢do correta dos angulos diedros @ ¢ W (mostrados na Figura 5) desde
que se considere que o0s anéis glicosidicos permanecem restritos a uma conformacao, ou seja,
rigidos. A combinacdo de cristalografia de raios-X, espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e de infravermelho (IR) permitiram obter a estrutura molecular da quitina e
quitosana [58-61]. A partir destes dados p6de-se utilizar a Dindmica Molecular (DM), e deste
modo caracterizar o comportamento dindmico frente a alteracdes no meio e interacdes com o
solvente [36].
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11t

B-quitina o-quitina

Figura 5 — Esquema das estruturas polimérficas de quitina. As setas representam as cadeias

poliméricas no sentido do terminal ndo-redutor para o redutor.

A quitosana, no estado solido possui uma estrutura organizada em folhas com alto grau

de cristalinidade e polimorfismo [62, 63]. O empacotamento cristalino € bem similar ao da o-
quitina anidra caracterizado por cadeias de quitosanas organizadas de forma antiparalela. As
formas mais comuns de quitina s&o a o e  sendo que nos cristais do tipo B as cadeias estdo
arranjadas paralelamente e nos do tipo o de modo paralelo e antiparalelo, como mostrado na
Figura 5 [64, 65]. Os estudos cristalograficos mostram que estes biopolimeros possuem forma
cristalina hidratada e anidra e uma estrutura helicoidal. A quitosana pode adotar algumas
conformac6es de hélice enquanto que a quitina se detem a convencional hélice 2 ainda que em
solucdo [65]. Os tipos de motivos helicoidais que a quitosana pode adotar estdo apresentados
na Figura 6. Estas estruturas podem ser classificadas em quatro principais tipos: tipo |
(anidro), tipo Il (hidratado), tipo lIla (hidratado) e tipo Ill (anidro), os quais adotam
conformac6es helicoidais hélice 2, hélice 2 relaxada (ou estendida), hélice 4 (ou 4/1) e hélice
5, respectivamente (Figura 6) [66, 67]. As condicdes experimentais de cristalizacdo e sintese
da quitosana fazem com que os filamentos possam adotar estas diferentes estruturas [66, 68].
A determinacéo dessas estruturas se da pela analise da unidade que se repete e da simetria das
hélices. Como exemplo pode-se analisar um tipo de motivo helicoidal comum a quitina e
quitosana a hélice 2, os monémeros voltam para a mesma posi¢cdo em relacdo ao angulo
diedro da ligacdo glicosidica a cada 1 nm, e se repetem de 2 em 2 residuos, de maneira mais
simples ha um giro de 180° do plano do anel do residuo n em relacdo ao do residuo n-1, como
pode ser observado na Figura 6A. A diferenca entre o tipo | e o tipo 11, é o padrdo de repeticdo
sendo no segundo de 4.08 nm com a repeti¢do de unidades assimétricas de quatro residuos, ou
seja, 0s residuos n e n+7 se encontram com 0 mesmo angulo em relacdo a ligacao glicosidica
e a 0 plano formado com os residuos visinhos. Um motivo helicoidal menos comum da
quitosana € o de hélice 3, descoberto em 2003, e € altamente dependente da condicdo
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experimental [69]. Apesar da flexibilidade da quitosana, sua estrutura no estado solido é
mantida por forcas intra e intermoleculares bem definidas. As ligacdes de hidrogénio tém
papel primordial na definicdo da estrutura da quitosana. A hélice 2 é mantida pela ligacdo de
hidrogénio intermolecular do tipo O3-Ho3-05+1), tanto na quitosana quanto na quitina [62].

Figura 6 — Estruturas secundarias da quitosana obtidas por cristalografia de raios-X. A) hélice
2; B) hélice 3; C) hélice 4; D) hélice 5; e E) hélice 2 relaxada. Os hidrogénios ligados ao
carbono foram omitidos para melhor visualizagdo. Os atomos estdo coloridos como: ciano:
carbono; vermelho: oxigénio; branco: hidrogénio; e azul: nitrogénio. Adaptada do livro “The
Complex World of the Polysaccharides”, capitulo 9 de nossa autoria [36].

Entretanto apesar de 0s cristais de quitosana serem extensivamente estudados, algumas
propriedades e processos dindmicos (principalmente relacionados & solvatacdo e formacéo de
nanoparticulas) ndo podem ser determinados por cristalografia de raios-X e/ou por
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espectroscopia de RMN. Dessa forma, sdo necessarias outras metodologias para compreender,
por exemplo, o comportamento molecular de quitosanas em processos envolvendo a
solubilizacdo e formacdo de nanoparticulas em solucdo; ou verificar suas propriedades
helicoidais em solugdo. Através do uso de DM é possivel descrever tais eventos dependentes
do tempo assim como relaciona-los a interacdes especificas. Simulacbes de DM de quitosanas
e suas nanoparticulas mostraram que a helicidade se altera significativamente em solucdo
frente a alteracbes do GA, do pH e da for¢a idnica do meio [65, 70, 71]. Estas simulagdes
mostraram que o motivo helicoidal que a quitosana adota em solucdo é altamente dependente
de seu GA, assim como sua solubilidade. Foi observado que quanto maior o GA, mais
proximo de uma conformacdo de hélice 2 e conseqiientemente menor a solubilidade. O
modelo de quitosana desenvolvido para as simulagbes computacionais reproduziu as
propriedades experimentais inerentes da quitosana, se mostrando suficiente para fazer
previsdes acerca do comportamento da mesma em solugdo [70-73].

As simulacGes computacionais de quitosana em agua permitiram analisar qual o seu
comportamento e quais tipos de hélice que predominam em diferentes pHs e GA. O aumento
no GA implica na estabilizacdo da ligagdo O3-H03-05,+1) intramolecular que resulta em uma
maior porcentagem de hélice 2 em solugdo. A estabilizagdo da ligagdo O3-H03-O5¢+1)
implica no aumento da rigidez em torno da ligacdo glicosidica e conseqlientemente numa
maior organizacdo das moléculas de agua ao redor das cadeias facilitando a agregacao das
mesmas e diminuindo a solubilidade da quitosana. No caso de GA inferiores a 60%
prevalecem conformacgdes mais flexiveis, como hélice 5 e 2 relaxada. Em outras palavras, a
rigidez da cadeia de quitosana bem como sua solubilidade € inversamente proporcional a
estabilidade da ligagdo O3-Ho3-05p.1) € diretamente proporcional ao GA. Por outro lado,
mudancas no pH tém influéncia na distribuicdo de cargas ao longo da cadeia bem como na
sua solubilidade e flexibilidade. A diminuicdo do pH implica no aumento de densidade de
carga positiva na quitosana, devido a protonacdo do grupo —NH,, criando repulsdo entre as
cadeias e alterando sua forma de interacdo com o solvente. Neste caso, o tempo de vida e 0
niamero médio de ligagdes do tipo O3-H03-O5+1) diminui, resultando em maior mobilidade
tanto da cadeia quanto das moléculas de agua ao seu redor, aumentando sua solubilidade [65,
70, 72].
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1.2.2  InteracGes moleculares e atividade biol6gica da quitosana

A Quitina e a quitosana tém valor econdmico devido principalmente a versatilidade de
suas atividades bioldgicas. Entretanto, a quitina é insolivel em meio aquoso e € um material
qguimicamente pouco reativo, de forma que em comparacdo a quitosana a quitina possui
pouquissimas aplicacbes no campo biomédico. A quitosana contém uma gama de
propriedades que viabilizam e contribuem para sua utilizacdo para fins farmacéuticos e
biomédicos, tais como: boa solubilidade em agua (pH < 6); biodegradabilidade tanto no
organismo de mamiferos quanto no meio ambiente; atoxica; alta absortividade; fungicida;
bactericida; boa reatividade devido a amina e hidroxilas disponiveis, o que facilita a sintese de
derivados; e possibilidade de ser fabricada em varias formas [7, 62, 74-80].

A atividade bioldgica deste composto é fortemente dependente de suas propriedades
fisico-quimicas especialmente sua solubilidade em agua. Em outras palavras suas aplicacfes
estdo estreitamente ligadas aos pardmetros como pH, GA e massa molecular média (MM).
Diferentes estruturas de quitosana tém diferentes atividades, e nem todos os efeitos biologicos
podem ser encontrados em um tipo especifico de quitosana [81]. A MM da quitosana tem
efeito marcante em suas aplicacdes, entretanto 0 mecanismo de como esta propriedade altera
as interacdes da quitosana com sistemas bioldgicos ainda permanece obscuro. Quanto ao GA,
muito se pode inferir, pois seus efeitos sdo traduzidos em termo de interacbes moleculares que
podem ser caracterizadas tanto por metodologias experimentais como por tedricas.

Os grupamentos amina das unidades GIcN da quitosana sdo cruciais na atividade deste
polissacarideo. O grupo —NH, (pK, ~ 6,3-6,5) € bem reativo devido ao seu par de elétrons
livre, sua polaridade e a possibilidade de protonar-se em meio &cido adquirindo carga
positiva. Desta forma, este mesmo grupo pode fazer interagbes com carater
predominantemente de ligacdo de hidrogénio ou eletrostatico. Este € um dos motivos pelos
quais a quitosana € um polieletrélito com excelente propriedade absortiva [82, 83]. Apesar de
seus grupos polares e capazes de realizar ligagdes de hidrogénio (-OH e —NH,), a quitosana é
lipofilica, e tem alta afinidade quimica com lipideos. 1sso ocorre devido a variedade de tipos
de interacbes moleculares que sdo possiveis devido & estrutura molecular Gnica da quitosana.
A fim de compreender melhor a interagdo da quitosana com componentes biologicos, tais
como DNA e membranas celulares, varios estudos tem sido realizados [4, 62, 77, 79]. Os

pardmetros de pH e MM podem ser controlados com relativa confiabilidade tornando-os
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experimentalmente sendo alvo de um grande nimero de estudos quanto as condigcdes
experimentais 6timas para 0 uso da quitosana. As propriedades antibacterianas da quitosana
tém sido extensivamente estudadas, e sdo dependentes dos fatores supracitados [84-86].

Encontrar as melhores condicGes experimentais para a aplicagdo biomédica de um
determinado material € um processo longo, trabalhoso e financeiramente dispendioso. A
analise de propriedades macroscopicas nem sempre nos da insights acerca do mecanismo de
acdo do composto em questdo. Desta forma o estudo do mecanismo molecular de acdo da
quitosana pode poupar tempo e reduzir o nimero de experimentos necessarios para encontrar
as condicOes mais adequadas. Por este motivo o estudo sob um prisma molecular que
relacione atividade a estrutura e propriedades fisicoquimicas é fundamental [87]. Quanto a
acdo antibacteriana da quitosana, uma das propostas de mecanismo é que a mesma mata as
bactérias através do dano ou rompimento nas suas membranas celulares [85]. No entanto, no
caso de sua acdo fungicida, o0 mecanismo permanece desconhecido, ainda que ja se saiba que
ndo é via endocitose [86]. Perante a complexidade que envolve os processos biologicos
desencadeados pela quitosana, ndo ha ainda formas de caracterizar em detalhes, e a nivel
molecular, o0 mecanismo de acdo deste biopolimero, principalmente quando células estdo
envolvidas, e por isso € crucial o uso de modelos [88]. Com relacdo a interacdo da quitosana
com células, o primeiro passo é compreender como esta pode alterar as propriedades da
membrana celular. Dentre os modelos utilizados para este fim, os filmes de Langmuir e
Lipossomas tém sido bastante adequados [19, 89].

Apesar de a quitosana ser policationica, as interacOes eletrostaticas ndo sao suficientes
para explicar sua atividade biologica [15]. A contribuicdo das interacdes hidrofobicas, de
ligacdo de hidrogénio e eletrostaticas entre a quitosana e trés diferentes lipidios foi avaliada
através de um estudo feito com a utilizacdo de filmes de Langmuir. Neste estudo, foi
mostrado que baixas concentra¢des de quitosana tém pouco efeito na area por lipidio e
pressdo superficial de monocamadas de DPPC se comparado ao quanto ela afeta as
monocamadas de dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e colesterol [76]. Em adicéo, alteracGes
no pH alteram significativamente o modo de interacdo da quitosana com o DPPG, e tem efeito
desprezivel nos filmes de DPPC e colesterol, confirmando que as interacfes com estes
sistemas ndo sdo mediadas por cargas [76]. A analise experimental da interacdo da quitosana
com o DPPC mostrou que mesmo que a quitosana tenha poucos efeitos nas propriedades
gerais de bicamadas zwiteridnicas, a interagdo é bem efetiva e claramente depende de outros

fatores além das forgas eletrostaticas [19]. A adicdo de quitosana a lipossomas, formados por
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DPPC, forma um compdsito cuja estabilidade termodindmica é aumentada. A proposta é que
esta estabilizacdo advém de um mecanismo de blindagem direcionado por interacbes
eletrostaticas entre as cadeias de quitosana e a cabeca polar dos fosfolipidios [16, 90]. Um
estudo recente sugeriu que a sensibilidade dos fungos a quitosana é devido a alteracGes que a

mesma implica na fluidez e dindmica de sua membrana celular [91].
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2  Objetivos

Este trabalho visa realizar simulagdes computacionais que mimetizem 0S processos
moleculares da interacdo de quitosanas com bicamadas lipidicas possibilitando a compreensao
do mecanismo de interagéo.

Espera-se propor um mecanismo que relacione as interacBes especificas
quitosana/DPPC com as propriedades fisicoquimicas da membrana. Desta forma, dando
condicdes para o desenvolvimento de aplicacdes biomédicas da quitosana através da
compreensdo a nivel molecular de sua atividade bioldgica.

2.1 Objetivos Especificos

- Avaliar as interacfes moleculares especificas pelas quais a quitosana interage com a
bicamada de DPPC.

- Relacionar a acéo da quitosana com as propriedades estruturais da membrana.

- Compreender qual o efeito da variacdo de concentracdo no mecanismo de interacao e

nas propriedades da membrana.
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3  Fundamentacédo Teodrica

A interpretacdo de resultados experimentais a partir de metodologias tedricas sempre
esteve presente na prética cientifica. Nas Gltimas décadas, a quimica e a biologia
computacional adotaram importante papel frente ao avan¢o em suas respectivas areas. O
continuo crescimento do poder computacional, em particular no contexto dos computadores
pessoais, tem tornado possivel analisar, comparar e caracterizar enormes e complexos
conjuntos de dados obtidos de experimentos com sistemas biomoleculares. Este avango
tornou possivel a formulacdo de modelos para processos biomoleculares que sdo passiveis de
serem simulados em um computador. A partir do conhecimento prévio do comportamento
molecular desses sistemas é possivel fazer previsdes e dar suporte aos experimentos.

O uso de biologia e quimica computacional permite que tempo e recursos sejam
poupados. Nos estudos de modelagem biomolecular alguns fatores devem ser levados em
conta para que o objeto de estudo seja descrito corretamente, sendo um deles o nivel de
metodologia que sera usado [73, 92, 93]. Cada processo biomolecular exige um nivel de
modelagem, que é escolhido segundo a resolucéo espacial (tamanho), a escala de tempo e os

graus de liberdade de interesse do processo biomolecular de interesse (Tabela 2).

Tabela 2 — Exemplo de niveis de modelagem computacional em bioquimica e biologia

molecular [92].

) Propriedades,
Método Graus de Liberdade Escala de tempo
processos

) Estados excitados,
) ) ) Atomos, nucleos e o ]
Dinamica Quéantica ) relaxacdo e dindmica Picosegundos
elétrons )
reacional

Mecanica Quantica

(ab initio, densidade ; ) Estados fundamentais Pode ser em funcéo
) . Atomos, nucleos, ]
funcional, semiempirico, ) e excitados, do tempo
. _ elétrons _ 3
métodos de ligagdo de mecanismos de reacao (femtosegundos)
valéncia)
Mecanica estatistica Ensembles, médias,
o i . Nanosegundos -
classica (DM, Monte Atomos, solvente propriedades de

) microssegundos
Carlo) sistemas,
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enovelamento

Métodos Estatisticos Grupos de 4tomos, .
. . o Homologia estrutural e
(anélise de banco de amino acidos, acidos o Sem escala de tempo
N similaridade
dados) nucléicos
Métodos de continuo Continuo dielétrico, ]
] ) ) ) Propriedades -
(hidrodinamica e continuo de o Milisegundos
. ) reoldgicas
eletrostatica) velocidade, etc.
y Dinamica
L Populagéo de .
Equacdes cinéticas populacional, Segundos

espécies ) }
transducéo de sinal

As metodologias baseadas em Mecanica Molecular (MM) sdo adequadas para a
simulacdo de processos que ndo envolvam transferéncias de elétrons, quebra e/ou formacéao de
ligacdo, pois os elementos basicos desta metodologia séo os a&tomos. Entretanto, apesar desta
aproximacao, um grande numero de propriedades e processos pode ser reproduzido via
modelagem molecular. Idealmente, atraves da MM pode ser simulado todo fenémeno
molecular que dependa exclusivamente das posicdes atdmicas, das velocidades dos atomos,
de suas cargas (parciais ou totais) e de suas interacbes (vdW, ligacdo de hidrogénio e
Couldmbicas) e que ocorra em escalas de tempo inferiores a microssegundos, podem ser
simulados. Como por exemplo, em biologia molecular podemos analisar como o solvente
altera a estrutura de proteinas, bicamadas, RNA, DNA e polissacarideos.

Nos proximos itens serdo discutidas as bases da MM e sua aplicacdo através da DM,

visto que esta metodologia foi utilizada para a realizacdo deste trabalho.

3.1 Mecéanica Molecular

A mecanica molecular (MM) é uma alternativa metodoldgica que visa contornar
dificuldades préaticas que impedem o uso de metodologias mais precisas (Mecanica Quantica)
em sistemas compostos por um grande nimero de particulas. As metodologias baseadas em
MM assumem como elemento basico os atomos (ou grupos de &tomos), e ndo os elétrons e
protons. Os atomos sdo considerados como esferas indivisiveis, dotadas de determinada

massa, carga e parametros de vdW especificos. Desprezando os movimentos eletrdnicos, o
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sistema pode ser tratado pelas leis da fisica classica. Devido a evolugdo nos algoritmos para
aplicacdo das leis Newtonianas, hoje ja é possivel simula¢es com até milhGes de particulas.

De forma geral, a MM descreve a dindmica de um determinado sistema através da
aplicagdo das leis da mecénica newtoniana a um ensemble definido por um determinado
namero de particulas sob efeito de determinadas regras (campo de forca). Essas regras sdo
definidas de acordo com as caracteristicas moleculares de cada sistema, e sdo aplicadas
através de potenciais lineares combinados. As forcas que atuam em cada &tomo sao definidas
com base no campo de forca do sistema nas posi¢des e velocidade atdmicas. O conjunto de
potenciais harménicos que descrevem a dinamica e interacdo das moléculas pode ser dividido
em duas partes: potenciais ligados e ndo ligados. A parte do campo de forgca que define as
interacdes do tipo ligadas é descrito pelo potencial linear de ligacdo (Vg), angular (Vy) e
torcional (V,) que visam reproduzir as interagdes ligadas da molécula a ser simulada. As
interacfes ndo ligadas, ou intermoleculares, sdo descritas pelos potenciais de Lennard-Jones
(Vwy), ou van der Waals, e de Coulomb (Vc), 0 que permite a construgdo de uma expresséo
completa da energia potencial (Vo) do sistema:

Vioral = Va + Vo + V, + Vi + V¢

Em outras palavras, as moléculas sdo descritas a partir de um modelo de esferas
indeformaveis dotadas de cargas ligadas por molas devidamente calibradas, de modo que
estas possam descrever as vibracGes de ligacGes quimicas e as barreiras energéticas torcionais
e angulares que remontam o comportamento da molécula a ser mimetizada. Em uma
simulacdo, a forca F em cada atomo é expressa em funcdo do tempo e € igual a derivada
negativa do potencial em relacdo a posicdo do atomo, demonstrada em uma forma analoga da
segunda lei de Newton:

dv d?r;
Tdr, . Mde?

Cada termo da equacdo total de energia potencial visa reproduzir uma determinada

propriedade molecular importante, como exemplo, o termo V4 mimetiza uma ligacdo
covalente, permitindo que eles vibrem em torno de uma posicao de equilibrio, como em uma
ligacdo quimica. A seguir serdo discutidas as expressdes explicitas de cada termo de energia

potencial que define o campo de forca.
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3.1.1  Potencial harmonico de ligagéo (ou linear)

Em métodos de MM as ligacGes covalentes sdo descritas como um oscilador
harmonico classico. O estiramento entre dois 4&tomos é definido pelo potencial harménico
linear (Vg), o qual reproduz a barreira energética associada ao desvio da distancia de
equilibrio (do) entre dois &tomos ligados covalentemente. A equacdo associada a este
potencial possui o seguinte formato:

1
Va = Ekd(d - do)z

Sendo d o comprimento da ligacdo entre dois a&tomos i e j; do a distancia de equilibrio e
kq @ constante elastica.

A distancia do e a constante de forca sdo parametros essenciais para este termo do
campo de forca. Tais parametros podem ser obtidos experimentalmente, através dos espectros
de infravermelho, ou atraves de calculos mecanico quéanticos. A constante kq varia de acordo
com a rigidez da ligacdo quimica, sendo maior tanto menor for a flutuacdo em relacdo a
posicdo de equilibrio. Como exemplo, em uma ligacdo simples entre carbonos C-C, kq vale
317 kcal/mol A? enquanto que a ligacdo dupla C=C, a constante elastica é igual a 570
kcal/mol A? [94].

3.1.2  Potencial harmonico angular

v

0

Figura 7 — Representacéo do angulo de ligagdo () e o angulo diedro (¢).
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O potencial harmdnico angular (V) esta relacionado a energia potencial referente a
deformacdo angular de determinado angulo 6 (Figura 7). O potencial Vg pode ser definido de

forma anéloga ao V4, de acordo com a equagao:
1
Vo = Eke(e —09)?

em que © € o angulo definido pela ligacdo entre 3 atomos de referéncia; 6o € o angulo de
equilibrio; e kg € a constante elastica de forca. Vale ressaltar, que as equacdes aqui
apresentadas sdo a forma mais basica do potencial em questdo, podendo ser reescritas em

outras formas visando facilitar sua aplicacdo na forma de algoritmos computacionais.

3.1.3  Potencial torsional (ou diedral)

Considerando um conjunto de quatro atomos ligados, i, j, k e I, como mostrado na
Figura 7, o angulo diedro ¢ € definido como o angulo entre os planos formados pelos &tomos
ijk e jkl em que o valor zero, corresponde a conformacao cis (atomos i e j estdo no mesmo
lado).

Pode-se compreender V, como sendo a representacéo explicita da barreira energética
atribuida a rotacdo dos atomos i e | ao redor da ligacao j-k. A equacdo que define a curva de
energia potencial diedral pode ser representada pela equacao abaixo:

Vo = kyl1 + cos(ne + 8)]
sendo k, a constante que define a extenséo da barreira energética para tor¢do; n € o nimero de
minimos na curva de energia potencial versus angulo de tor¢do; ¢ o angulo diedral da ligagdo
central ¢ em relagdo a quatro atomos ¢ 6 a diferenga de fase do angulo diedral ¢, que pode ser
0° ou 180°, dependendo de este valor ser um ponto de maximo ou de minimo.

A equacdo que representa o potencial diedral aqui apresentada é comumente reescrita na
forma de uma soma de Fourier, também chamada de funcdo de Ryckaert-Bellemans, que além
de facilitar sua implementacdo em softwares de dindmica molecular também exclui
implicitamente as interacdes de vdW entre os 4&tomos i e | que sdo tratadas em outras sub-

rotinas.
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H& outro tipo de diedro comumente empregado em metodologias de DM, que envolve
quatro &tomos que ndo estejam necessariamente ligados. Neste caso o angulo diedro é
chamado de impréprio e sua aplicacdo é de grande importancia na caracterizacdo de 4&omo no
mesmo plano e vibra¢Ges moleculares fora do plano.

A obtencdo experimental dos parametros que podem ser utilizados nos potenciais
torcionais ndo é trivial. Na parametrizacdo de moléculas novas é comum se utilizar de
potenciais diedrais ja conhecidos, desde que a molécula nova em questdo tenha regibes que
podem se comportar de maneira andloga as ja conhecidas. Outra estratégia para se determinar
0s pardmetros k,, n, e o é otimizar os pardmetros para moléculas simples e extrapolar para
moléculas complexas com grupamentos de atomos semelhantes. A curva de energia potencial
também pode ser obtida a partir de calculos quanticos robustos, 0 que € uma grande vantagem

pela independéncia de valores experimentais [94].

3.1.4  Potencial de Lenard-Jones (ou van der Walls)

O potencial de Lennard-Jones € utilizado para descrever interacbes intra e
intermoleculares do tipo van der Waals. Este potencial € utilizado para descrever interacfes
atdmicas tanto intra quanto intermoleculares. No caso de atomos em uma mesma molécula so6
sdo levadas em conta interacGes entre atomos separados por trés ou mais ligacGes covalentes.

A expressdo de energia potencial que descreve este tipo de interacdo entre dois atomos (i e j) é

dada por:
v A [0.12 O.6I
L= *| 727 6
Tij 1

sendo r; a distancia entre os atomos i e j, ¢ a profundidade do poco de energia potencial € 6 o
diametro de Lennard-Jones (ou raio de vdW), o qual depende das espécies quimicas ligadas.
Existem outras formas de abordagem para a descri¢do deste tipo especifico de interacdo, no

entanto o formato de equacao acima apresentado é o mais simples e geral.
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3.1.5 Potencial de Coulomb

As interacBes puramente eletrostaticas, ou de cargas, entre dois atomos i e j sdo
descritas pela equacdo de energia potencial Coulémbica, cuja forma geral é:
_ 99
€7 dmeger;
sendo r; a distancia entre os a&tomos i e j, gi e g 80 as cargas dos atomos, & a permissividade
no vacuo e € a constante dielétrica do meio.

Na parametrizacdo de novas moléculas para sua simulagdo via MM, é necessario
determinar véarios parametros para que a equacdo de energia potencial total descreva com
precisdo o comportamento molecular do sistema. Como citado anteriormente, 0s parametros
podem ser obtidos via célculo mecénico quéntico ou técnicas experimentais como

cristalografia de raios-X, espectroscopia de infravermelho e RMN, dentre outras.

3.2 Dinamica Molecular

As metodologias de DM sdo fundamentadas nas leis da mecanica classica, pois 0s
movimentos dos elétrons sdo muito mais rapido que o dos atomos (aproximacdo de Born-
Oppenheimer). A dinamica de cada atomo € derivada do campo de forca, das coordenadas e
das velocidades atémicas [95]. As equacOes classicas de movimento sdo numericamente
integradas de forma iterativa para cada atomo do sistema e a0 mesmo tempo (Tabela 3). O
potencial direciona todas as interacGes que reproduzem as propriedades do sistema, e ao ser
integrado gera a forca que atua em cada atomo. Este processo € caracterizado como um passo,
e a apresentacdo de n passos em ordem cronoldgica gera a trajetoria. A cada passo, as
equacdes sdo integradas novamente, com a adigdo de um determinado At. A forca aplicada
altera a velocidade e a posi¢do dos atomos que sdo atualizadas em relacdo ao tempo gerando
uma trajetéria. Ou seja, 0 processo de integracdo se repete considerando as posi¢cdes atdmicas
e obedecendo a um determinado incremento no tempo (At), 0 qual é determinado pelo usuério
geralmente é na escala de femtossegundos (10™ s). O processo de simulagdo se repete até

atingir o tempo t, que € o resultado de At multiplicado pelo nimero de passos.
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Tabela 3 — EquacgBes Newtonianas basicas utilizadas na DM.

Termos para o célculo da Energia total em uma simulagdo de DM

Termo de Energia Potencial

Eq. e Depende da posi¢do dos atomos (r;)
Vtotal = Vd ar Ve + V(p + VL] + VC N
1 e dos parametros do campo de
forga.

Termo de Energia Cinética

Eq. m;v? e Depende das massas (m) e
K(p;m) = E _ .
Zmz velocidades atémicas (v;) de todos

0s 4tomos.

Termos para o calculo das trajetérias na DM

Forca F no &tomo i no tempo t
Eq dV az“r‘i ;
3 Fi =m;-a; = _d_ri =mio5 e Dependem do potencial (V) e das
posicdes (r;) e massas (m;) atdbmicas.
Atualizacdo das posi¢des atdbmicas (r;)
L(O) 2
Eq. 8880 Linay =Ty + Vi) tAL+ e AL e Depende da forca (F;), das
4 Passo2:7; @an) = Tian + Vi * At + 22 Fign | pp2 velocidades anteriores e do timestep

L (AY).

As escalas de tempo utilizadas na DM devem ser td0 pequenas a ponto de ndo suprimir
eventos moleculares decisivos para a dinamica do sistema. Em outras palavras, se o valor de
At for grande alguns eventos moleculares importantes, que ocorrem em escalas de tempo
pequenas, ndo seriam simulados, criando artificios computacionais, que ndo concordam com
0s experimentos. Tais artificios implicam em erros significativos no célculo das forgas, e
conseqlentemente nos calculos de energia livre. Apds as mudancas iniciais, o sistema pode
convergir para o estado de equilibrio termodindmico, no qual a energia total do mesmo
permanece constante. Pelas médias obtidas através da analise da trajetoria da evolugdo
dindmica de um sistema que esteja em equilibrio é possivel calcular varias propriedades
macroscopicas. Este € um dos principios basicos da DM, em que a relacdo entre os resultados
tedricos e experimentais é feito com base na Hipo6tese Ergddica de Boltzmann. Uma das
conseqliéncias deste axioma fundamental é a de que o valor médio de uma propriedade obtida
a partir de pequeno nimero de particulas por um longo tempo (varios microestados entropicos
em equilibrio termodindmico) é equivalente as médias obtidas para um sistema de muitas

particulas por um tempo curto. Baseado nisto as simulagdes de DM que possuem poucas
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particulas (comparado ao nimero de Avogadro) tem que ser suficientemente longas para que
0 sistema visite um namero suficiente de conformacbes representativas para satisfazer este
principio.

Existem alguns algoritmos disponiveis para realizar a integragdo numérica das equacdes
de movimento. O esquema geral de como um célculo computacional de DM se desenvolve
esta representado na Figura 8, e os varios algoritmos disponiveis seguem esta mesma logica.
A execucdo dos passos mostrados pode ser feita de maneiras diferentes, podendo haver adigdo
de etapas. Os algoritmos de Verlet, Velocity-Verlet e leap-frog sdo os mais utilizados, pois
tem um custo computacional menor em termos de consumo de memoéria RAM e de
processamento [96, 97]. Outros algoritmos, como o de Beeman, sdo bem mais precisos quanto
a conservacdo da energia livre total do sistema, entretanto sdo bem mais custosos
computacionalmente. A condicdo para que se escolha um algoritmo mais leve a um mais
preciso é a de que com menos custo computacional as simulages podem atingir escalas de
tempo maior, amostrando mais microestados entropicos e energéticos do sistema.

Outra grande vantagem das simulacbes de DM é permitir a utilizacdo de solvente
explicito. O uso desse modelo de solvatacdo aumenta o custo computacional das simulacdes,
no entanto permite uma descricdo mais precisa de varias propriedades que sdo diretamente
dependes da interacdo com solventes. Os modelos de dgua mais utilizados sdo o SPC, TIP3P,
TIP4P e TIP5P [98-102]. Conforme a dependéncia do sistema de sua interacdo com o solvente
opta-se por um modelo mais ou menos preciso. Em geral, a precisdo do modelo €
inversamente proporcional ao seu custo computacional de simulacdo, e fatores como

temperatura e pressdo devem ser levadas em conta.
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1. Entrada das condig0es iniciais
Pontecial de Interagdo Vtotal em funcéo das posicdes atdmicas.
PosicOes r de todos os &tomos do sistema.
\elocidade v de todos os atomos do sistema.

repete-se 2, 3 e 4 para a quantidade de passos requeridos.

2. Célculo das Forcas

A forca em qualquer atomo é calculada pela soma da contribuicdo das interacGes de pares
ndo ligados, mais as interacdes ligadas (que podem depender de 1, 2, 3, ou 4 &tomos), mais
as forcas externas (acoplamento de pressdo e temperatura).

*A energia potencial e cinética e o acoplamento de pressdo computados.

3. Atualizacédo de Configuracao

O movimento dos 4&tomos é simulado pela integracdo numérica das equagdes de movimento
de Newton.

4. Registro do Output

Séo alocados na meméria do disco rigido as posic@es (X, Y, z), velocidades, energias,
temperatura, pressao e quaisquer outro dado.

Figura 8 — Esquema global do algoritmo da DM. (Adaptado do manual do programa
GROMACS [103])

Atualmente ja é possivel realizar simulagdes por DM de centenas de nanosegundos a
alguns microssegundos, dependendo do nimero de aomos no sistema. Entretanto, mesmo
com a evolucdo computacional, as escalas de tempo simuladas ndo sdo suficientes para
simular muitos fenbmenos importantes, como o enovelamento completo de proteinas e de
DNA. Algumas estratégias t€ém sido usadas visando aumentar o tempo de cada passo (At)
obtendo assim simulagdes mais longas, considerando a evolugdo conformacional do sistema
em relacdo a sua posicao inicial.

Alguns processos sdo computacionalmente mais custosos, em termos de simulagéo.

Dentre eles, estdo as vibracGes de ligagdo, em especial as ligagdes que envolvam hidrogénio.
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Os atomos de hidrogénio sdo bastante leves, em comparacdo a &tomos de outros elementos, e
esse comportamento pode adquirir carater quéntico (por exemplo, um préton pode ser
transferido através de uma ligacdo de hidrogénio superando a barreira de potencial via
tunelamento). Este processo ndo pode ser tratado classicamente. Desta forma, algumas
aproximacdes devem ser aplicadas as simulagdes de dinamica molecular quanto a vibracfes
e/ou processo que possam adquirir carater quantico. Isso pode ser feito a partir de termos que
corrijam a energia total e o calor especifico Cy, ou considerando as ligacbes com vibracfes
limitadas, constritas. A Ultima aproximacdo é razoavel desde que o At usado seja muito
superior a escala de tempo das vibracdes de ligacdo. Se as liga¢6es vibram muito mais rapido
que a escala de tempo usada na simulacdo, pode-se considerar como se 0s atomos ligados
estivessem em seus pontos de equilibrio. Estas vibracbes podem, com uso das devidas
aproximagdes, serem consideradas semelhantes aos osciladores classicos. Alguns algoritmos
como 0 SHAKE [104], RATTLE [105] e LINCS [106] mantém estas ligacGes relativamente
constritas, diminuindo o custo computacional das simulagcdes e contornando o problema do

carater quantico desses fendmenos.

3.2.1  Condicdes periddicas de contorno e tratamento das interacdes ndo ligadas

Na DM é possivel simular sistemas com até milhdes de particulas (&tomos ou conjuntos
de 4tomos), e isso incorre em alguns efeitos que podem afetar diretamente os resultados da
simulacdo. A simulacdo de um sistema molecular é realizada em uma caixa virtual o que leva
a dois principais problemas: primeiro, o numero de particulas ¢ sempre muito pequeno
comparado a um sistema real; e segundo, cria-se efeitos de superficie, como tenséo
superficial, devido a uma interacdo artificial das moléculas da borda com o vacuo [107].
Visando minimizar estes efeitos sdo utilizadas condi¢6es periddicas de contorno, em que um
sistema com um namero relativamente pequeno de particulas estara sujeito a interac6es que se
aproximam da amostragem de um pequeno espaco no centro de uma solucao [95]. O esquema
geral de como funciona esta aproximacao primordial nas simulacdes de DM esta representado

na Figura 9.
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Figura 9 — Representacdo de condigdes periddicas de contorno em duas dimensdes. O circulo
no centro seria a esfera de raio R na qual as interacdes de vdW seriam calculadas (entre os
atomos i e ji e i e j,. Os a&tomos em preto sO interagem com o atomo i através de interacdes

ligadas.

As condicbes periodicas de contorno consistem em replicar a caixa de simulagdo em
todas as direcdes, resultando em um arranjo periodico tridimensional infinito. Deste modo,
uma caixa de simulacdo interage com a outra, mesmo sendo replicas idénticas, de modo que
ndo existam bordas. As coordenadas dos atomos nas caixas adjacentes a principal séo
calculadas pela soma e/ou subtracdo do comprimento da aresta nas mesmas, de modo que 0s
movimentos atbmicos sdo reproduzidos nas caixas adjacentes tal como ocorrem na caixa
principal. Algumas considera¢fes sdo muito importantes para aplicagdo deste modelo, como
por exemplo, uma particula ndo pode interagir com a réplica de si mesma da caixa adjacente,

e 0 somatorio total das cargas deve ser zero. Se essas condi¢des ndo forem cumpridas haveria
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um efeito totalmente artificial em que interagOes idénticas iriam se somar indefinidamente.
Quando uma particula deixa a caixa de simulagdo passando por uma face, automaticamente
uma idéntica (em todos os sentidos) a ela é recolocada na caixa pela face oposta com
exatamente a mesma velocidade que saiu. Desta forma o nimero de particulas e a densidade
da caixa permanecem constantes durante toda a simulagdo. Esse modelo elimina o problema
dos efeitos de superficie, como tensdo superficial, porém € necessario haver outras
consideracOes principalmente no que concerne a interacoes ndo ligadas.

O numero de interacdes ndo ligadas a serem calculadas aumenta drasticamente com a
quantidade de particulas simuladas. Visto que este calculo é realizado entre pares de atomos
(secbes 3.1.4 e 3.1.5), as condigdes periodicas aumentam em muito a quantidade de
interacdes. O calculo deste tipo de interacdo é computacionalmente bastante dispendioso, de
modo que seria impraticavel calcular as interacbes entre todos 0s possiveis pares de
particulas, a0 mesmo tempo e em todos 0s passos da simulacao.

Considerando que as interacdes de vdW decaem rapidamente com a distancia (V= r°
®), uma determinada regido do espaco é determinada por uma esfera de raio (R.) com origem
em uma particula i, truncando o potencial em um raio de corte especifico. Dentro desta esfera
todas as interacGes de vdW séo calculadas aos pares com o a&tomo i no centro. Faz-se isto para
todos os atomos no sistema em todos os passos da simulagdo. O algoritmo exclui
automaticamente as interacdes repetidas e aquelas muito similares as do passo anterior, em
que a lista de &tomos vizinhos ndo se altera. Esta aproximacao é bem adequada visto que fora
desta esfera as interacfes de vdW com o a&tomo no centro, ndo sdo efetivas.

A escolha do raio de corte esta condicionada ao tamanho da caixa de simulacdo de
modo que o raio R; ndo pode ultrapassar a metade do menor comprimento da caixa (R < L/2,
sendo L o menor comprimento de um dos lados da caixa). Esta condi¢do é para evitar que
qualquer &tomo interaja com sua prépria imagem. Desta forma diminui-se a quantidade de
calculos que envolvam os potenciais de Lennard-Jones sem que haja perda na qualidade dos
resultados e/ou aumento excessivo no custo computacional em termos de processamento e
memoria.

As interacbes de Coulomb ndo podem ser tratadas de maneira semelhante, pois o
potencial V. decai com o inverso da distancia (o de Lennard-Jones decai na ordem de r® ou r’
12y Assim o truncamento desse potencial eletrostatico podera induzir erros significativos em
simulagdes com espécies carregadas [95]. Os métodos mais utilizados para descrever as

interac6es de longo alcance sdo a soma de Ewald e 0 método de campo de rea¢do[108, 109].
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No tratamento eletrostatico por campo de reacdo, o ambiente fora do raio de corte R. €
tratado como um continuo dielétrico com determinada constante g. Esta aproximagdo € mais
apropriada para sistemas que tendem ser homogéneos, pois desconsidera a identidade das
particulas fora do raio de corte. O potencial de Coulomb com a aproximacdo do campo de
reacdo (Vc ) calcula as interagcbes Coulémbicas entre pares de particulas dentro da esfera
definida por R. considerando suas respectivas cargas, a constante dielétrica no interior da
esfera e a exterior, de acordo com a equagao:

Vo= f q:9; [1 Erp — & TP _ 94 3&y

ErfTij 26, f + & 13 Erfly 26,F + &
em que, rc 0 raio de corte; g a constante dielétrica dentro da esfera de corte; gsa constante

dielétrica fora do raio de corte [110].
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4  Metodologia

4.1 Sistemas simulados

Os sistemas simulados neste trabalho s&o compostos de filamentos de quitosana, DPPC,
fons cloreto e agua. Os filamentos de quitosana foram formados por 15 residuos dispostos
randomicamente, com angulos ¢ e ¢ iguais a 90°, e GA de 20 % (ou seja, 12 residuos de GIcN
e 3 de GIcNAc). Todos os residuos de GIcN foram protonados visando reproduzir uma
solugdo acida (pH < 3,5) de quitosana. O modelo de membrana utilizado foi construido a
partir de uma bicamada contendo apenas DPPC, pré-equilibrada por 40 ns e com area média
por lipidio de 64.5 nm? [111]. As 512 moléculas de lipidio foram colocadas em duas camadas
contendo 256 cada em uma grade de 16x16 lipidios em uma caixa de simulacdo com
dimensdes aproximadas de 13x13x10 nm em que o plano da membrana € o plano xy (vetor
normal 0, 0, 1). Os ions cloro foram adicionados para neutralizar a carga total do sistema.

O set inicial de todas as simulacGes foi composto por uma quantidade variada de
filamentos de quitosana colocados a poucos angstroms da bicamada de DPPC, conforme a
Figura 10. Levando em consideracdo a quantidade de agua por filamento de quitosana foi
calculada sua concentracdo aproximada em cada simulacdo. A relacdo encontrada é de 1
filamento de quitosana equivale a 5 mg de quitosana por mL de agua. Desta forma, foram
simulados sistemas contendo 0, 2, 6 e 10 cujas concentracdes sdo respectivamente de 0
mg/mL (DPPC puro), 10 mg/mL, 30 mg/mL e 50 mg/mL. A composicdo molecular de cada

sistema esta disposta na Tabela 4.

Tabela 4 — Tabela com a composicao dos sistemas simulados. Todos os sistemas continham
uma membrana de DPPC com 512 lipidios que foram inclusos no nimero total de particulas.

As concentracfes de quitosana sdo aproximadas.

N° de cadeias de Concentracéo de N° de moléculas de
) ) N° total de atomos
guitosana guitosana (mg/mL) agua
0 0 28324 110572
2 10 27951 109969
6 30 27254 108910
10 50 26404 107392
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Figura 10 — Snapshot das configuragdes iniciais dos sistemas simulados. Os 4&tomos estao

representados como esferas de van der Walls. Sendo que A(1-2) é apenas DPPC e B(1-2),

C(1-2) e D(1-2), sdo 10, 30, 50 mg/mL de quitosana.
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4.2  Simulagdes por Dinamica Molecular

Todas as simulagdes e analises foram realizadas utilizando o pacote computacional
GROMACS 4.5.x [103, 112]. O conjunto de parametros de campo de forca utilizado para
quitosana é derivado do GROMOS e foi desenvolvido por Franca e colaboradores [65, 72,
113]. Assim como os pardmetros para o DPPC que é derivado da versdo 53a6 do GROMOS,
com mudancas na distribuicdo das cargas parciais nos atomos da cabeca polar dos lipidios e
com mudangas nos parametros de vdW nas carbonilas dos ésteres [111]. O campo de forca
utilizado é do tipo united-atoms, o que significa que alguns grupos de &tomos sdo
considerados como uma sO particula. No caso do GROMOS, todos os hidrogénios néo
polares, ou seja, os hidrogénios ligados ao carbono dos grupos —CH, —-CH; e —CH3; sao
parametrizados juntos ao carbono com uma sO particula, entretanto todos os hidrogénios
polares ficam explicitos. Esta aproximacdo torna possivel simular sistemas bem maiores
devido a “economia” de particulas.

Os sistemas tiveram sua energia minimizada através de 10000 passos utilizando o
algoritmo steepest descent. Este processo ocorreu em duas etapas, uma sem o solvente, para
haver corrigir pequenos artificios na conformacao dos sistemas iniciais, e ap6s a adicdo de
solvente e dos ions para neutralizar as cargas positivas dos grupos GIcN protonados, foi
realizada outra minimizacao de energia. Ap0s a minimizacéo de energia, e adicdo do solvente,
0 mesmo foi relaxado por 10 ps a 50 K, depois 150 K e por ultimo a 298 K. O acoplamento de
temperatura foi feito a cada 0,1 ps utilizando o algoritmo V-rescale [114]. Todos os 4&tomos,
com excecdo dos hidrogénios, foram mantidos em suas posi¢des por uma constante de 1,0 x
10° kJ mol™ nm™ aplicada nas direcdes x, y e z.

A DM foi feita a partir da metodologia descrita anteriormente com a utilizacdo do
algoritmo de leapfrog [97] com passos de 2 fs. O algoritmo LINCS foi aplicado para controlar
as restricGes nas ligacdes. A velocidade em relagdo ao centro de massa (CM) do sistema foi
zerada a cada passo e as configuraces foram gravadas a cada 2 ps para futuras analises. O
ensemble isotérmico-isobarico (NPT) foi utilizado em todas as simulacdes. A temperatura foi
mantida em 310 K, e o acoplamento foi feito a cada 0,1 ps e separadamente para o soluto, a
quitosana, a membrana e os ions. Foi utilizado o algoritmo de V-rescale [114] para manter a
temperatura constante durante toda a simulacdo. Esta temperatura foi escolhida para simular
as condicOes térmicas de uma célula de mamifero. O acoplamento de pressdo foi aplicado

pelo algoritmo de Berendsen de forma semianisotrdpica, ou seja, o acoplamento no plano xz e
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yz é diferente do plano xy, que é o plano da membrana. A constante de compressibilidade
utilizada foi de 4,5 x 10™ bar™, e o tempo de acoplamento de 2,0 ps, visando manté-la em 1
bar.

As interagOes ndo ligadas foram submetidas a um raio de corte de 1,4 nm usando o
esquema twin-range [115]. O tratamento das interagdes do tipo vdW foi feito a cada passo
baseada na lista de pares que foi atualizada a cada 5 passos (10 fs). As interacGes de alcance
intermediario até o raio de corte foram tratadas simultaneamente a cada atualizacéo da lista de
pares, e consideradas constantes nos intervalos. Assim, as interagdes de longo alcance foram
tratadas pelo método do campo de forca generalizado com uma constante dielétrica de 66
[108].

O sistema contendo apenas DPPC foi simulado por 100 ns, o contendo 2 cadeias de
quitosana, (10 mg/mL) por 150 ns e os de 6 e 10 cadeias (30 e 50 mg/mL respectivamente)
por 250 ns. Cada sistema leva determinado tempo para atingir o estado de equilibrio
termodindmico e consequentemente estrutural, 0s quais sd0 necessarios para a obtencdo de
dados consistentes. Dessa forma, o tempo de simulacéo foi estendido tal qual a complexidade
dos sistemas que continham quitosana. As flutuacGes na area por lipidio foram utilizadas

como parametro para a determinacgéo do estado de equilibrio estrutural do sistema.

4.3 Ferramentas computacionais de Andlises dos Dados
4.3.1  Area por Lipidio

A area média por lipidio (A.) foi determinada através da seguinte férmula:
XY
AL = P
sendo A_ a area média ocupada por cada lipidio no plano da membrana (xy) num determinado
passo da simulacdo; XY é a area do plano da membrana calculada pela multiplicacdo de seu
comprimento na direcdo X e y; n; € o nimero de lipidios em uma camada da membrana. Em
todas as simulagdes n; é 256 (512 lipidios no total, 256 em cada camada) e a A, foi calculada
a cada 2 ps para todos os sistemas. Como a DM foi realizada sob o ensemble NPT, em que
pressdo e temperatura sdo mantidas constantes, o volume da caixa de simulagdo varia de
acordo com a evolucdo conformacional do sistema. Os comprimentos laterais médios da caixa

foram obtidos através da sub-rotina g_energy, do pacote computacional GROMACS. Né&o
49



houve mudancgas significativas no comprimento do eixo z, que é normal ao plano da

membrana.

4.3.2  LigagOes de Hidrogénio

Um atomo aceptor (A), que possua um par de elétrons ndo ligado, pode interagir
favoravelmente com um atomo doador (D) se este for portador de um hidrogénio acido. Como
pré-requisito para que haja a formacdo da ligacdo de hidrogénio A e D tem que ser atomos
eletronegativos (como por exemplo, N e O). Se o atomo de hidrogénio esta ligado a um atomo
muito eletronegativo, ou seja, com carga parcial negativa, o hidrogénio adquire carga parcial
positiva 0 que o torna acido. A forca das ligacOes de hidrogénio esta relacionada com fatores
estruturais e termodinamicos bem como com a natureza dos atomos doadores (D) e aceptores
(A) de prétons. LigacOes de hidrogénio fortes tém energia de interacdo que variam entre 20 e
40 kcal mol™, e sao geralmente formadas quando os 4tomos D e A estdo carregados ou estdo
presentes em grupos carregados. O tipo mais comum sao as ligacdes de hidrogénio moderadas
com energia variando de 5 a 15 kcal.mol™, sendo geralmente formadas entre doadores e
aceitadores neutros. As ligacdes de hidrogénio fracas (de 1 a 5 kcal.mol™) sdo usualmente
formadas quando a diferenca de eletronegatividade entre o 4&tomo doador e o hidrogénio é
pequena.

As ligacBes de hidrogénio foram analisadas através do programa g_hbond do pacote
computacional GROMACS. Este programa analisa as trajetdrias obtidas por DM e calcula
todas as ligacGes de hidrogénio entre todos os possiveis doadores D e aceptores A do grupo de
atomos ou moléculas selecionados. Para determinar se ha a formacéo de ligacao de hidrogénio
é utilizado um critério geométrico descrito por:

r < ryg = 0,35nm
a> ayp = 30°

em que r é a distancia entre D e A e « 0 angulo formado entre D-H-A [116, 117]. Esses
parametros podem ser mais bem visualizados na Figura 11. Considerando que as ligacfes de
hidrogénio estdo correlacionadas com as cargas parciais dos atomos envolvidos, foram
utilizadas estas medidas para analisar o comportamento molecular dos grupos polares
carregados da quitosana e do DPPC. Os grupos com os quais foram mensuradas as interagdes

de hidrogénio estdo dispostos na Tabela 5.

50



Tabela 5 — Definicdo e quantidade dos grupos cujas ligacGes de hidrogénio foram analisadas.

As quantidades de —PO4" e carbonilas sdo relativas ao lado da bicamada que interagiu com a

quitosana.
Atomos Quantidade de grupos no sistema
Grupo o
constituintes 10 mg/mL 30 mg/mL 50 mg/mL
; Oow, HW1,
Agua 27951 27254 26404
HW?2
N2, H22,
—NH;" 24 72 120
H23, H24
04, Ho4; 06,
-OH Ho6; 03, 62 186 310
Ho3.
P2, 031,
PO, 032, 033, 256 256 256
034
C11, 012;
Carbonilas 512 512 512
C21, 021

Figura 11 — Arranjo geométrico das ligagdes de hidrogénio. (1) Ligacdo normal entre duas

particulas. (2) Ponte formada por ligacdo de hidrogénio via a agua.
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4.3.3  Fungéo de Distribuicéo Radial de Pares

Caracteristicas da estrutura de liquidos e sistemas biolégicos em geral, podem ser
obtidas através das func@es de distribuicdo radial de pares. Como estrutura, compreendemos a
disposicdo média relativa entre as moléculas. A funcéo de distribui¢do radial de pares gij(r)
descreve a variacdo na distribuicdo dos atomos j a uma distancia r do atomo i, em relacéo a
densidade total do atomo j no sistema. E pode ser descrita de acordo com a equagao:

N;j(r,r + Ar)
945(r) = 4mr?Arp;

em que r é a separacdo entre os atomos; Nj(r,r+Ar) € o nimero medio de atomos j
encontrados na camada esférica entre r e r+Ar centrada no atomo i; 4mr?Ar é o elemento de
volume da camada esférica; e p; € a densidade numérica de atomos j contidos na esfera de
'max. A Figura 12 mostra em duas dimensfes como s&o definidas as variaveis descritas acima

que sdo utilizadas para o calculo de gij(r).

Figura 12 — Representacéo bidimensional do raio e dos elementos para o calculo de gj(r). Os

atomos azuis (claro e escuro) serdo utilizados para calcular a densidade p;, sendo que os
atomos j1-5) contribuem para gij(r+dr).
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Se a distribuicdo dos atomos j a uma distancia »’ é a mesma que seria esperada para uma
distribuicéio uniforme, g;(r) tenderd a 1, pois Njj(r,r+Ar)/4mr?Ar tende a p;. Esta distancia r’
varia de acordo com a distribuicdo dos &tomos i e j no sistema analisado [118]. No caso da
aplicacdo computacional deste método algumas consideracfes sdo necessarias. O algoritmo
divide a caixa de simulacdo em esferas cujo rmax vale metade do comprimento da caixa, para
evitar problemas com as condicGes periddicas de contorno. A densidade p; é calculada como
a média das densidades do atomo j para todas as distancias r e ao redor de todos 0s &tomos i.
A fungdo g;jj(r) obtida é a média temporal de todos os valores extraidos passo a passo da
trajetoria da simulacdo. O nimero de vezes que ocorre 0 par de atomos em funcdo da
distancia r é armazenado em um histograma. Esse histograma € incrementado ao longo da
simulagéo, e por fim, & normalizado para o nimero N de moléculas envolvidas no calculo de
g(r), bem como para o namero de passos utilizados para o calculo de g(r).

E possivel utilizar como referéncia para o g(r) o centro de massa de determinados
grupos. Pode-se tambem calcular g(r) condicionado a determinados angulos, o que é muito
atil na caracterizacao estrutural de sistemas muito dindmicos, tais como misturas de liquidos.
Neste trabalho, foi utilizada a sub-rotina do GROMACS que calcula a distribuicdo radial de
pares entre 0s atomos ou grupos escolhidos. Todas as distribuicdes radiais de pares foram
calculadas para os ultimos 5 ns de simulacéo, ou seja, de 95 a 100 ns para 0 DPPC, de 145 a
150 ns na simulacdo do DPPC com quitosana a 10 mg/mL e de 245 a 250 ns para 30 e 50
mg/mL de quitosana. Desta forma garante-se que as inferéncias estruturais derivadas da

analise do g(r) sejam consistentes, por serem derivadas do sistema em equilibrio estrutural.

4.3.4 Coeficiente de difusao lateral

Em um sistema bidimensional homogéneo o coeficiente de difusdo lateral Dy, pode ser
definido através da relacdo de Einstein para movimentos brownianos em duas dimensfes e
tempo relativamente longos (Figura 13), que tem a seguinte forma:

Duae = lim 3 o= ((r (e +7) = (D)),

em que ((r(t +1)— r(r))z) é 0 desvio quadratico médio do CM; t é o tempo final; e 7€ 0
tempo inicial [119]. O D4 € calculado pela média do desvio quadratico médio obtido para

todos os tempos iniciais 7 e posicdo r{¢) do CM no tempo ¢ de todas as moléculas de
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lipidio. Para melhorar as estatisticas o tempo 7é deslocado para zero a cada 25 ps. Antes
do calculo D4, uma correcéo das coordenadas dos lipidios tem que ser inserida, pois apesar
da velocidade do CM do sistema ser restabelecido para zero a cada passo, 0 CM das camadas
pode adquirir velocidade em sentidos contrérios, o que mantém a velocidade do CM total
igual zero [120, 121]. Entretanto este movimento randomico das camadas cria uma
supradifusividade artificial que precisa ser corrigida. Neste contexto, removem-se estes
movimentos resultantes da artificialidade subtraindo as velocidades do CM das monocamadas
de forma correlacionada.

Para o célculo do Dy para as moléculas de DPPC no plano da membrana, foi utilizada a
ferramenta de analise g_msd, pertencente ao pacote computacional GROMACS. E todas as

medidas foram feitas nos ultimos 10 ns de simulagéo.

i

Figura 13 — Representacao esquematica do processo de difusao lateral dos lipidios ao longo

de uma monocamada.

4.3.5 Parametro de Ordem

No estudo de propriedades de membrana o parametro de ordem (S,) é proporcional ao
pardmetro de ordem de deutério (Scg) e esta relacionado com o grau de ordenamento do
sistema. Quanto menor seu valor, menos alinhadas as cadeias alifaticas dos lipidios estdo em
relacdo ao vetor normal ao plano da membrana e, por conseguinte tem menor mobilidade.

Sendo que zero indica nenhuma ordem nos carbonos e 1, um estado de ordenagdo absoluta em
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relacdo ao eixo normal. A expressdo utilizada para o célculo do parametro de ordem pode ser
expressa como:
_ 3{cos?6;) — 1
" 2

em que 0; é o angulo entre o eixo molecular i e o vetor normal ao plano da bicamada. O eixo
molecular i é definido para a n-ésima unidade CH, pelo vetor do carbono em (n-1) para o
(n+1), o que pode ser visualizado na Figura 14. O Sy é obtido para um carbono da cadeia
apolar lipidica a partir da média de todos os S, dos carbonos de mesmo tipo no ensemble em
todos os passos analisados da trajetoria [122, 123]. As medidas de Scg para 0s sistemas
simulados foram feitas com uso da sub-rotina g_order contida no pacote computacional
GROMACS, nos ultimos 50 ns de todas as simulagdes. Os parametros obtidos foram
comparados com dados experimentais provenientes de espectroscopia de H ou *C-RMN das
cadeias marcadas [122].
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A LS

Eixo normal
a bicamada

Figura 14 — Definicdo do eixo normal da membrana e do eixo molecular i para o carbono n

formado entre os carbonos n+1 e n-1 (em verde) da cadeia alifatica.
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5 Resultados e Discussdes

A qualidade dos modelos utilizados para a simulagdo de bicamadas lipidicas, em termos
de reprodugdo dos parametros experimentais, depende do campo de forca e de alguns
parametros de simulacdo tais como o tratamento eletrostético e o acoplamento de pressao [92,
124, 125]. Dessa forma, se 0 campo de forca estiver adequado, 0s parametros reproduzirdo 0s
dados experimentais; porém ajustar os termos de van der Walls e a distribuicdo das cargas
parciais nos lipidios ndo € nada trivial, e a resolugcdo destes parametros ainda caminha para a
idealidade. Considerando isso, as propriedades determinadas neste trabalho, sdo: A,
coeficiente de difusdo lateral e parametro de ordem para os carbonos alifaticos [126]. Em
geral, essas propriedades sdo obtidas experimentalmente a partir de metodologias mais
avancadas envolvendo espectroscopia de RMN. Atualmente estas sdo muito bem
caracterizadas, ainda que haja erros associados ao carater dindmico das mesmas [31, 120].
Assim, a analise destes parametros nas simulagdes realizadas permitiu avaliar o efeito de
diferentes concentracGes de quitosana nas propriedades fisico-quimicas da membrana, bem
como a viabilidade do modelo utilizado [111].

Todas as simulacdes foram feitas exatamente sob 0s mesmos parametros de campo de
forca e de DM. O modelo de membrana utilizado nas simula¢fes continha inicialmente a A_
bem préxima ao valor experimental de 0,633/0,64 nm? [127-129]. O equilibrio estrutural do
sistema esta relacionado com a flutuacdo da A., sendo este o critério que foi adotado para
determinar o tempo produtivo de simulacdo, ou seja, 0 tempo em que 0 sistema esta em
equilibrio termodindmico e estrutural. A evolucdo da A_ para todos os sistemas esta
apresentada na Figura 15 e os valores médios na Tabela 6. Nota-se que todas as simulacGes
tiveram diminuicdo na A_ em relacdo aos sistemas iniciais, e relativa estabilidade a partir de
determinado tempo de simulacdo (apenas flutuacdes térmicas na A). Estes tempos ocorreram
por volta de 50 e 100 ns para as simulacdes com somente DPPC e 10 mg/mL de quitosana,
respectivamente, e 150 ns para as simulacdes contendo 30 e 50 mg/mL de quitosana. A
simulacdo contendo somente DPPC foi utilizada como modelo de referéncia para as demais.
Desta forma, a diminuicdo na A_ bem como as alteragbes nas outras propriedades dos
sistemas contendo quitosana, se deve exclusivamente a interagdo com a mesma. AS
concentragdes de quitosana visaram reproduzir a mesma proporgdo do trabalho de Pavinatto
et. al., que propdem que interacdes eletrostaticas ndo sdo suficientes para explicar a

bioatividade da quitosana frente a membranas [15]. A area por lipidio média obtida na

57



simulacdo do DPPC esta entre 4,8 e 5,6% menor que os valores obtidos experimentalmente.
Este é um resultado aceitavel visto que a temperatura de simulacdo é menor que a temperatura
das medidas experimentais, o que confere menor mobilidade aos lipidios e maior proximidade

temperatura de transigao de fase [130].

0,65
0,64 ——DPPC

0,63 ] — 10 mg/mL
0,62 30 mg/mL
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Figura 15 — Variacdo da area média por lipidio (A.) pelo tempo de simulacédo e concentragédo

de quitosana nos sistemas simulados.

Tabela 6 — Tabela com o valor médio da area por lipidio. A concentracdo é de quitosana em
relacdo a agua e as médias foram extraidas ap6s 50, 100, 150 e 150 ns para os sistemas DPPC,

10, 30 e 50 mg/mL, respectivamente.

Sistemas Média da area por lipidio (nm?) Desvio padrao
Experimental 0,633/0,64 —
DPPC 0,604 + 0,00396
10 mg/mL 0,598 +0,00418
30 mg/mL 0,525 + 0,00692
50 mg/mL 0,546 + 0,00582

Para avaliar o efeito da quitosana na conformagdo das cadeias apolares dos lipidios
foram descritos os parametros de ordem do DPPC, e foi observado que para o DPPC puro o
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erro médio, em relacdo ao experimental é de 6,8 e 6,9 % para as cadeias snl e sn2
respectivamente. Os valores experimentais usados para comparacdo foram obtidos a uma
temperatura de 313 K [122]. Estas porcentagens de erro sdo aceitaveis visto que o modelo
utilizado depende de inUmeros parametros, principalmente os termos atrativos e repulsivos de
vdW, que podem resultar em uma artificialidade na simulagdo conferindo um pouco mais de
mobilidade aos carbonos da cauda lipidica. As andlises dos resultados decorrentes da
interacdo da membrana com a quitosana foram feitas em relacdo ao modelo, fornecendo uma

tendéncia geral dependente da concentracdo e do mecanismo de interago.
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Figura 16 — Modulo do valor de S¢q para 0s &tomos de carbono das cadeias alifaticas do DPPC

nos sistemas simulados. Cadeia sn-1 (A) e sn-2 (B).

A diminuicdo na A_ esta relacionada com a forte interacdo da cabeca polar do DPPC
com 0s grupos polares da quitosana, fazendo com que os lipidios se agrupem ao redor da
mesma, concentrando-0s préximos a quitosana. O parametro de ordem dos carbonos mais
préximos da cabeca polar indica que estes estdo menos organizados em relagdo ao plano da
membrana. Isto sugere que a penetracdo da quitosana na membrana pode estar induzindo uma
inclinacdo da cabeca dos lipidios, bem como arrastando moléculas de aguas para o interior da
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bicamada. Esta inclinagdo faz com que as cadeias alifaticas adotem conformagcfes menos
paralelas ao eixo normal da bicamada. Este efeito pode est& evidenciado na Figura 17A, em
que as setas brancas indicam lipidios cujo direcionamento dos carbonos alifaticos tende ao
paralelismo em relagdo ao eixo normal a membrana. A Figura 17C mostra como os carbonos
mais proximos a cabeca polar estdo desalinhados com o eixo normal devido a interacdo com a

quitosana, o que resulta em um menor valor de |S¢| para 0S mesmos.

Primeiros

carbonos
ﬂ\‘\

Figura 17 — Lipidios imediatamente abaixo da quitosana. A) Estrutura extraida da simulagéo
contendo DPPC e 30 mg/mL de quitosana aos 225 ns, B) e C) sdo diferentes angulos da
regido demarcada, em que os outros lipidios e a &gua foram removidos para melhor
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visualizacdo de suas conformacdes e posicoes. As bolas azuis (em B e C) destacam a posicéo
dos grupos —NHs" da quitosana e -N(CHs)3" do DPPC. Em C, a quitosana foi representada a
partir do volume aproximado que a mesma ocupa (calculo baseado nos raios de vdW dos
atomos constituintes).

As grandes deformagdes na bicamada bem como o impedimento de que a quitosana
penetre mais, ou atravesse a bicamada estdo relacionados principalmente a repulsdo
eletrostatica entre os grupos —NHsz* da quitosana e o grupo —N(CHz3)s*, do DPPC, como
mostra a Figura 17A e Figura 17B. Os lipidios com a cabeca polar diretamente abaixo da
quitosana sofrem de forma mais efetiva os efeitos de repulséo e atracdo eletrostéaticas, devido
aos grupos carregados, e simultaneamente fazem ligacdo de hidrogénio com a quitosana. Este
processo faz com que estes lipidios (de forma direta) e seus vizinhos (aqueles que néo
necessariamente estdo abaixo da quitosana) adquiram conformacdes e posicOes diferentes em
relacio a membrana, o que reflete diretamente nos parametros de ordem como discutido
posteriormente e mostrado na Figura 17C. Além disso, a quitosana blinda as cargas da cabeca
polar dos lipidios que interagem diretamente com ela, repelindo os grupos positivos para
baixo, e se mantendo na posi¢cdo por ligacbes de hidrogénio com o grupo fosfato e as
carbonilas do DPPC. Desta forma os lipidios imediatamente abaixo da quitosana s&o
empurrados para baixo do plano da membrana (Figura 17B). Com isso, os lipidios vizinhos
aos da interacdo direta, interagem mais fortemente com agua, pois a interacdo entre cabeca
polar - cabeca polar foi substituida pela interacdo cabecas polar — quitosana. Este lipidio cuja
interacdo com outro foi substituida pela interacdo com a dgua pode elevar-se um pouco em
relacdo ao plano da membrana gerando ondulacdes/deformacbes bastante expressivas. Esta
interacdo mais efetiva com o solvente incorre em um aumento da mobilidade da parte polar e
conseqlientemente da difusdo lateral dos lipidios (Tabela 7).

Tabela 7 — Tabela contendo os valores de Dy para os lipidios que compunham as bicamadas

presentes nas simulacdes. O valor experimental obtido a 421 K [131].

Sistemas Coef. Difusdo Lateral (1 x 10°® cm?/s)
Experimental 9,9-12
DPPC 1,43 (+ 2,000)
10 mg/mL 4,908 (+ 4,459)
30 mg/mL 4,052 (£ 2,731)
50 mg/mL 3,595 (+ 3,248)
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A 4gua tem importante papel no mecanismo de interacdo, podendo agir como interface
entre 0 DPPC e a quitosana. Desta forma, a quitosana se mantém adsorvida na membrana
tanto por interacOes diretas, quanto por aquelas mediadas pela &gua, conforme mostra a Figura
18B e na Figura 19. Complexas redes de ligaces de hidrogénio sdo responsaveis por manter a
quitosana cravada na membrana. A Figura 19 sugere que pode haver mais de uma molécula
de &gua envolvida no mecanismo de interacdo/adsorcao da quitosana. Os residuos mostrados
na Figura 19 se encontram abaixo das cabecas polares e interagem diretamente com as
carbonilas do DPPC, este é um comportamento molecular que se repete nos residuos
terminais de algumas das cadeias simuladas (independe da concentracdo). A maioria dos
residuos do polissacarideo permanece adsorvido a superficie da membrana apos a simulacao
atingir o equilibrio, enfatizando as interacdes efetivas com a bicamada (na concentragéo de 10
mg/mL de quitosana todos os residuos estdo adsorvidos). Estas interacdes sdo suficientes para
contrabalancear a repulsdo eletrostatica entre as cargas positivas na quitosana e no DPPC. As
Figura 17, Figura 18 e Figura 19, foram feitas a partir de estruturas extraidas em determinados
instantes da trajetoria, e representam uma tendéncia geral no comportamento molecular do
sistema, visto que nas simulacfes as interagdes ocorrem de maneira altamente dinamica,

principalmente no que diz respeito ao solvente.
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Quitosana

Figura 18 — A) Estrutura da membrana + 10 mg/mL de quitosana (amarelo) ap6s 150 ns de
simulacdo. B) Interacdes especificas de 6 residuos de quitosana com o DPPC. As ligagdes de
hidrogénio foram numeradas sendo que: 1 — Grupo —NHs;" com a carbonila do DPPC, diretas

e intermediadas pela &gua, e com a hidroxila Ho6-O6 intermediada pela 4gua. 2 — Grupo Ho3-
03 e fosfato. 3 - Grupo Ho3-03 e a carbonila. 4 — Hidroxilas da quitosana e grupos fosfato do
DPPC via agua.
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Figura 19 — Rede de ligacdes de hidrogénio entre agua, DPPC e Quitosana aos 150 ns da
simulacéo do sistema DPPC + quitosana 10 mg/mL. Na esquerda 4 moléculas de 4gua
formam uma rede envolvendo dois lipidios e 0 grupo amino da quitosana. Enquanto que a

rede formada no lado direito envolve uma das hidroxilas da quitosana e 5 moléculas de agua.

Devido a carga dos grupos amino da quitosana e fosfato do DPPC, se pressupdem que
esta seria a principal via de interacdo. Ha evidéncias experimentais sugerindo que a quitosana
interage efetivamente com a cabeca polar dos lipidios diminuindo o grau de liberdade de
movimentacdo do grupo fosfato [90]. Entretanto, outros trabalhos propdem que somente estas
interacdes eletrostaticas ndo sdo suficientes para explicar o mecanismo de acdo da quitosana
[15]. A analise do nimero médio de ligacbes de hidrogénio (HB), para 0s grupos polares
presentes nos componentes dos sistemas, visa compreender melhor quais sdo as forcas que
competem com as interagdes puramente eletrostaticas (carga - carga). Os resultados de HB em
funcdo dos grupos —NHs;" e —OH da quitosana estdo mostrados nas Figura 20 e Figura 21

respectivamente.
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1 (I 10 mg/mL
| |2 30 mg/mL
1,80 - (I 50 mg/mL

NH,-PO, NH,-CO NH,-H,0

Figura 20 — Numero médio de LigacGes de Hidrogénio por grupo amino da quitosana nos
altimos 25 ns de simulacdo. Em vermelho: 10 mg/mL; verde: 30 mg/mL; e azul 50 mg/mL de

quitosana.
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Figura 21 — Numero médio de LigacGes de Hidrogénio por hidroxila da quitosana nos dltimos
25 ns de simulacdo. Em vermelho: 10 mg/mL; verde: 30 mg/mL; e azul 50 mg/mL de
quitosana.

De acordo com o HB obtidos pela simulagdo, o niimero de interagbes entre o grupo

amino e a carbonila dos lipidios (CO) é maior do que com o grupo fosfato,
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independentemente da concentragdo (Figura 20). Considerando todas as simulacGes, a média
do HB por grupamento amino com o fosfato é de 0,22 (+0.043) enquanto que para 0 par
NH;*-CO, é de 0,36 (*0.039). Isto significa que nas simulacBes realizadas, ha
aproximadamente uma ligacdo de hidrogénio com a carbonila para cada 3 residuos de GIcN,
contra uma ligacdo com o fosfato para cada 4 residuos. Por outro lado, os grupos hidroxila da
quitosana realizam mais ligagdes com o fosfato do que com as carbonilas do lipidio.
Novamente, se considerarmos todas as concentracdes de quitosana, 0 HB para cada hidroxila
(03-Ho3, 06-Ho6 e as da ponta O4-Ho4) com o —-PO,” é 0,17 (+0,018), enquanto que para 0
com a carbonila (CO) é de 0,064 (+0,012), o que significa dizer que a cada 3 residuos (6
hidroxilas) ha aproximadamente uma ligacdo de hidrogénio do tipo HO-PO, e a cada 8
residuos hd uma do tipo HO-CO. Comparando as ligacGes de hidrogénio por residuo temos
que, as do tipo HO—PO, ocorrem em maior nimero do que o par NHz"—PO,” (uma ligagéo
HO-PO, /3 GIcN versus uma ligagdo NH;—PO4 /4 GIcN). Enquanto que o grupo —NH;" faz
0 dobro de ligacdes com a carbonila que os grupos —OH dos residuos da quitosana. Desta
forma se prop6e que as ligacdes de hidrogénio tém papel tdo importante quanto as puramente
eletrostaticas.

Além disso, a interacdo da quitosana com a agua aumenta proporcionalmente a sua
concentragéo, enquanto que o HB com o lipidio diminui. O somatério do HB do grupo —NH3"
é praticamente o mesmo para as trés simulagdes (média do HBio = 2,41), por isso 0 aumento
que ocorre nas interacdes do grupo —NHs" com a agua esta correlacionado com a diminuicio
da interacio deste grupo com o fosfato e a carbonila. O aumento da interagdo —NHs" - H,0,
também pode estar relacionado com a interacdo da quitosana com ela mesma. Na Figura 22,
estdo dispostos os valores para 0 HB por residuo; da quitosana com ela mesma, que leva em
conta as interagbes intra e intermolecular (entre cadeias); e também para a interacdo
intramolecular entre a hidroxila da quitosana e o oxigénio do anel glicosidico no proximo
residuo. Os valores sdo praticamente 0s mesmos, sugerindo que ndo ha interacdo direta entre
as cadeias de quitosana. A Figura 23, confirma a proposicdo de que um aumento na
concentracdo da quitosana implica numa melhor interacdo da mesma com a agua. A
integracdo da &rea do primeiro pico, localizado entre 0,25 e 0,35 nm (2,5 e 3,5 A), nos permite
calcular o nimero médio de moléculas de agua que sdo coordenadas pelo grupo amino e
hidroxilas da quitosana, ou seja, 0 nimero de coordenacdo para a primeira camada de
solvatacdo. O nimero de moléculas de agua coordenadas aumenta com a concentracdo, e a

primeira camada de solvatacdo se encontra exatamente dentro do alcance médio das ligacGes
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de hidrogénio (parametro definido na secéo 4.3.2, pag. 50). Nota-se que a quantidade de agua
que interage com o a hidroxila O3-Ho3, aumenta com a concentracdo, entretanto, € bem
menor se comparado a hidroxila O6Ho6, isto ocorre, pois a mobilidade da primeira é
comprometida pela sua interacdo com o O5 do proximo residuo de quitosana e também com o
DPPC, como veremos posteriormente.

Considerando o trabalho de Franca et. al., que propde que as interacdes entre as cadeias
de quitosana — quitosana e das cadeias de quitina — quitina sdo intermediadas por moléculas
de agua, principalmente quando as mesmas se encontram solvatadas, pode-se propor que 0
aumento na interacdo da quitosana com a dgua seja equivalente ao aumento da interacdo da
quitosana com ela mesma [65, 72]. Ou seja, 0 acréscimo na concentracdo de quitosana, reduz
a intensidade das suas interagdes especificas com o DPPC, pois hd um acréscimo na interagdo
quitosana — quitosana que ocorre por intermedio da agua. Ressaltando que esta interacdo pode
ser atrativa ou repulsiva, predominando o fator repulsivo para a quitosana no pH simulado.
Ou seja, parte das cadeias de quitosana interagem com a membrana e impedem as outras mais
externas de se aproximarem e interagirem, por blindar a carga dos lipidios. Nestas simulacdes,
a concentracdo foi determinante na forma de interacdo da quitosana com a membrana. A
analise de algumas distribuicdes radiais de pares pode fornecer insights acerca da

interdependéncia entre 0 mecanismo de interacdo e a concentracao.
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Figura 22 — Numero médio de ligacdes de hidrogénio nos ultimos 25 ns de simulacdo. Os
valores de HB para quitosana - quitosana incluem as ligacGes de hidrogénio intra e

intermolecular. Em vermelho: 10 mg/mL; verde: 30 mg/mL; e azul 50 mg/mL de quitosana
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das hidroxilas (O3, O6) e o nitrogénio da quitosana (N). NC é o nimero de coordenacao para

a primeira camada de solvatacao para as concentracOes de quitosana indicadas.
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Figura 24 — Funcéo de distribuicdo radial de pares entre o atomo de fosforo e os principais
atomos dos grupos polares passiveis de interagcdo com o —-PO,. Em vermelho: 10 mg/mL,;
verde: 30 mg/mL; e azul: 50 mg/mL de quitosana e em preto (grafico C): somente DPPC. Os
nameros de coordenacdo (NC) mostrados em C, sdo referentes a quantidade de moléculas de

agua interagindo diretamente com 0 —-POy.

Nas simulacdes realizadas, o grupo —PO, do DPPC, pode interagir com a agua e com 0s
grupos polares da quitosana. A Figura 24 apresenta os valores de g(r) entre o atomo de fosforo
e 0s atomos doadores de hidrogénio que estdo envolvidos na interacdo com o grupo fosfato.
De forma geral a interacdo do grupo amino e das hidroxilas com o fosfato € menos expressiva
a medida que se aumenta a concentracdo, pois hd uma diminuicdo nos valores de g(r). Na
Figura 24A, nota-se que primeiro pico € entre 0,35 e 0,4 nm para 10 e 30 mg/mL, e este esta
relacionado com a ligagcdo de hidrogénio direta entre —NH3;" e oxigénio do —PO,. Na
concentracdo de 50 mg/mL de quitosana (azul), o primeiro pico esta deslocado para 0,45 nm,
pois nesta concentracdo a interacdo entre NAc e —PO, ocorre com mais freqiéncia. Na
distancia de 0,60 nm a interagdo do doador N2 com o aceptor O (oxigénios ligados ao P), é
intermediada pela agua, cuja distancia média do oxigénio ao fosforo é 0,40 nm (Figura 24C).
Este comportamento molecular também acontece em 10 mg/mL, e em maior intensidade, pois

a quitosana nesse sistema encontra-se na interface, e por ndo adentrar muito na membrana fica

69



mais vidvel o transito das moléculas de &gua entre as diferentes intera¢fes dos grupos polares.
Sugere-se que a ligacdo de hidrogénio direta entre —NHs;" e oxigénio do —PO4 esteja
relacionada com o efeito de reducdo da A.. Na concentracdo de 30 mg/mL de quitosana,
somam-se 0s efeitos de massa molar (mais massa sob a membrana) e das interacGes
especificas entre —NHs" e oxigénio do —POy4’, que também ocorrem por intermédio da agua,
com isso ha um maior efeito na reducdo da A_. Ao passo que, na concentracdo de 50 mg/mL,
ha mais quitosana sobre a membrana mas as repulséo eletrostatica ndo permite que a interagéo
seja mais eficaz, havendo poucas interagdes diretas entre 0 —NH;" e oxigénio do —PO,” (menor
namero de ligacdes de hidrogénio, como mostra a Figura 20). Este seria um possivel motivo
para que A_ em 50 mg/mL (0,546 nm?) seja levemente maior que em 30 mg/mL (0,525 nm?).
A intensidade do primeiro pico para 30 mg/mL (verde) em B (O3-P) € menor que o de 50
mg/mL. A diminuicdo da intensidade da interacdo O3-Ho3 com —PO,4 pode estar ocorrendo
devido a interagdo direta do —NHs" com —PO,,, que ocorrem em 30 mg/mL mais ndo é
expressiva a 50 mg/mL. Em 50 mg/mL, a interacdo do —NH3;" com —PO4 é mediada pela
agua, e preferencialmente ocorre atraves dos residuos de GIcCNAc, com isso tal interacdo se
torna mais dindmica, o que resulta em mais espaco (em termos de impedimento estérico) para
que a hidroxila O3-Ho3 também possa interagir com o0 —PO,".

As distancias dos primeiros picos na Figura 24, sdo um pouco maiores que 0,35 nm,
pois estdo relacionadas com a ligacdo de hidrogénio entre OH da quitosana e 0s oxigénios do
—POy". Os picos proximos a 0,60 nm, em A e B, estdo relacionados com as interagdes que
ocorrem por intermédio da dgua. Na simulacdo de 10 mg/mL de quitosana, todos os residuos
estiveram em interacdo direta com o DPPC apds poucos nanosegundos de simulacdo. A
intensidade do primeiro e do segundo pico para 10 mg/mL em B é praticamente a mesma, ou
seja, praticamente todos os residuos tém seus vizinhos interagindo com o DPPC de maneira
semelhante, via 03-Ho3 — PO, ou 03-Ho3 - H,0 — PO,". Em D, nota-se que, ainda que com
a base larga, ha picos proximos de 0,55, 0,80 e 0,11 nm. Esses picos sdo menos definidos,
pois as hidroxilas O6-Ho6 tém mais mobilidade, por estarem ligadas a um carbono fora do
anel glicosidico. Assim, com mais graus de liberdade conformacional, as distancias de
interacdo podem variar bastante. Este efeito € praticamente desprezivel nas outras
concentracdes, pois hd menos residuos interagindo efetivamente com o DPPC, e mais com a
agua (Figura 23). Na Figura 24C, pode-se observar que 0 aumento na concentracdo parece
diminuir fracamente a interacdo do fosfato com a agua, entretanto os nimeros de coordenagdo

sdo diminuidos pela metade. Isso faz com que ndo haja grandes alteragdes na camada de

70



solvatacdo do grupo fosfato, pois a mesma é pouco expressiva devido ao efeito de blindagem

de carga e de impedimento estérico causado pelo grupo —N(CHs)s".
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Figura 25 — Funcéo de distribuicio radial de pares entre o &tomo de N dos grupos NHs" e
NAc da quitosana com os atomos 012 e O22 da carbonila dos lipidios, da cadeia snl e sn2
respectivamente. Os valores do nimero de coordenagdo (NC) s&o do Nguitosana €M relacdo ao
022.

As andlises dos HB sugerem que a interagdo do grupo NHs" interage preferencialmente
com as carbonilas do lipidio. A Figura 25 mostra a funcdo de distribuicdo radial de pares entre
0 nitrogénio dos grupos amino e N-acetil da quitosana e 0s oxigénios da carbonila dos
lipidios. Os picos bem definidos por volta de 0,28 nm em A e B, sugerem que a interacdo €
bastante efetiva e realizada via ligacdo de hidrogénio. Conforme discussbes anteriores, a
intensidade das interacGes efetivas diminui com o aumento da concentragdo, e isso pode ser
notado novamente na Figura 25B. A intensidade da interacdo especifica entre o doador
(Nguitosana) € 0 aceptor (022pppc) diminui a medida que a concentragéo de quitosana aumenta,
acompanhando a tendéncia geral, previamente discutida. H4 uma preferéncia na interacdo via
carbonila da cadeia sn2 independentemente da concentracdo. Isso pode estar ocorrendo, pois a
carbonila desta cadeia fica mais proxima da interface membrana (cabeca polar) — agua, que é
a regido onde a quitosana se aloja na membrana, e a outra (snl), por estar mais interna oferece
maior impedimento estérico. Entretanto, na Figura 25A, pode-se notar que ndo ha uma
correlacdo linear da interagdo com a concentragcdo e que em 30 mg/mL de quitosana este tipo
de interacdo ocorre em maior nimero que nas outras concentracbes. Esta pode ser uma
importante contribuigdo para o efeito da diminuicdo da AL em 30 mg/mL seja maior que em
50 mg/mL. A quantidade de quitosana sobre a membrana bem como a interacdo direta do —

NHs" com os grupos fosfato (que ndo ocorre expressivamente em 50 mg/mL) convergem para
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uma agregacdo maior dos lipidios ao redor da quitosana. Em 10 mg/mL a quitosana esta
adsorvida na membrana e seus efeitos agregativos ndo ultrapassam 2 ou 3 moléculas de DPPC
ao redor de cada residuo, enquanto que nas outras concentragcdes a quitosana fica bem mais

espalhada na superficie da bicamada expandindo sua area de efeito.
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Figura 26 — Distribuicdo radial de pares para entre 0s atomos de oxigénio das hidroxilas (O3 e
06) da quitosana e os atomos de oxigénio das carbonilas das cadeias snl e sn2 do DPPC (012

e 022 respectivamente).

As hidroxilas da quitosana (O3-Ho3 e 06-Ho6, definidas na Figura 4) tém um
comportamento molecular bem diferente quando comparadas ao grupo —NHs*, mas suas vias
de interacdo sdo correlacionadas. Na Figura 26 estdo dispostos os valores da funcdo de
distribuicdo radial de pares entre os atomos O3 e O6 da quitosana e 0s atomos 012 e 022 da
carbonila do DPPC. O primeiro pico de interacdo entre 0 O3 da quitosana e 0 022 do DPPC
(Figura 26A), esta proximo de 0,35nm em 30 mg/mL e 0,45nm em 10 mg/mL. Isto
possivelmente estd ocorrendo devido hd uma competicdo entre as interacbes N-O22, 03-022
e 06-022 em 30 mg/mL. De modo que, para 10 mg/mL e 30 mg/mL de quitosana, N-O22 e
06-022 prevalecem sobre 03-022. Ao contrario de 50 mg/mL, em que 03-022 e 06-022

prevalecem sobre N-O22, como se as hidroxilas direcionassem a interagdo. Entretanto,
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quando o grupo NHs" ou NAc interage com a carbonila da cadeia sn1, que é mais interna, a
interacdo O6-Ho6 — 012 fica desfavorecida, pois estes grupos estdo em lados opostos do anel
glicosidico da quitosana (Figura 25A e Figura 26D).

De acordo com 0 mecanismo proposto, sugere-se que inicialmente ocorre a
aproximacdo da quitosana na membrana devido a interacGes eletrostaticas, no entanto, a
mesma se mantém adsorvida através de um sinergismo entre as interacdes de Coulomb e de
Ligacdo de Hidrogénio. A intensidade da interagdo diminui com o aumento da concentragao e
as alteragdes estruturais podem estar relacionadas com o aumento da quantidade de quitosana
sobre a membrana, e da intensidade das interacGes diretas entre o grupo amino da quitosana e

as carbonilas mais internas do lipidio.
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6 Conclusoes

Através das simulacGes realizadas foi possivel sugerir um mecanismo de interacdo da
quitosana com a membrana de DPPC. O aumento na concentracdo da quitosana induz
mudancas estruturais expressivas na bicamada lipidica, caracterizadas por ondulacGes
acentuadas, e reorganizacdo das cabecas lipidicas, o que resulta na reducdo da area média por
lipidio. A variacdo estrutural dos lipidios faz com que as cadeias alifaticas do DPPC estejam
bem menos organizadas em relagdo ao eixo normal da membrana. Os movimentos
translacionais dos lipidios no plano da membrana sdo fracamente alterados, pois a os valores
de difuséo lateral dos lipidios s&o muito proximos independentemente da concentracao.

O efeito, a intensidade e a importancia das interagdes moleculares que possivelmente
sdo responsaveis pela atividade biologica da quitosana foram avaliados com detalhes durante
as simulagbes computacionais. Os resultados do numero médio de ligagGes de hidrogénio
entre a quitosana e o DPPC, sugerem que esta interacdo tem papel tdo importante quanto as
puramente eletrostaticas. Ao contrario do esperado, o grupamento —NHs®, interage
preferencialmente com as carbonilas do lipidio, enquanto que as hidroxilas da quitosana
interagem com o —PQO,". Desta forma, ha uma interacdo por ligacdo de hidrogénio dos tipos
NHs;" — CO e OH — PO, para cada 3 residuos de quitosana; uma do tipo NHs* — PO, para
cada 4 residuos; e uma OH — CO para cada 8 residuos. A carbonila da cadeia sn2 interage
mais efetivamente com a quitosana por estar mais proxima da superficie da membrana.
Porém, interagBes especificas entre NH;" e a carbonila da cadeia sn1, bem como a interacio
direta —~NHs" entre —PO,4", podem estar mais relacionadas com alteragdes mais proeminentes
na estrutura da membrana. Apesar das hidroxilas e 0 grupo amino da quitosana terem
comportamentos quimicos diferentes frente sua interacdo com a membrana, seus modos de
acdo estdo correlacionados. Deste modo, quando o grupo NHs" ou NAc interage com a
carbonila da cadeia snl, que é mais interna, a interacdo O6-Ho6 — O12 fica desfavorecida.

De maneira geral, o aumento na concentracdo de quitosana diminui sua interacdo efetiva
com a membrana, pois passa a haver repulsdo entre as cadeias da quitosana. Ainda que,
continue havendo interagcdes quitosana — quitosana por intermédio de moléculas de agua. A
repulsdo entre as cargas positivas do polissacarideo induziu outro tipo de interacdo na
concentracdo de 50 mg/mL de quitosana. Nesta concentracdo, as interacfes através do residuo
de GIcNAc ocorrem com maior freqiiéncia que via GlcN, reduzindo os efeitos da quitosana na

area por lipidio e no pardmetro de ordem dos mesmos. As intera¢des intermoleculares ndo sdo

74



a Unica forma de acdo da quitosana nos parametros estruturais da membrana. Parte do efeito
de concentracdo na estrutura da membrana esté relacionada com a area de acdo da mesma,
que aumenta proporcionalmente ao nimero de cadeias de quitosana sobre a membrana.

A 4gua tem papel importante nos mecanismos de interacdo da quitosana com a
membrana. A quitosana pode arrastar moléculas de &gua para regibes mais internas da
membrana. Deste modo, a agua pode agir como intermediaria, através de ligagdes de
hidrogénio, entre o grupo —NHsz" e 0 —PO4” do DPPC, por exemplo. Na concentragdo de 10
mg/mL, a interacdo direta grupos N-acetil com o DPPC é levemente mais expressiva que as
que ocorrem via —NHj3". E este efeito ocorre, pois a interagdo —NHs" é intermediada pela agua.

Conclui-se que as simula¢des computacionais envolvendo a quitosana foram suficientes
para a formulacdo de um mecanismo de acdo que envolve o papel de algumas das possiveis
interacdes especificas bem como os efeitos de concentracdo da quitosana. Espera-se que a
proposta aqui apresentada possa servir para direcionar acdes experimentais, bem como
contribuir na construcéo da relacdo entre os mecanismos moleculares que envolvem a acédo da

quitosana em bicamadas lipidicas e sua bioatividade.
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