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RESUMO

A obesidade € um fator preocupante no Brasil e seus numeros sdo expressivos. Em 2013,
estudos estimaram um impacto econdmico de R$110 bilhdes pela obesidade, equivalente a
2,4% do PIB. Em 2017, o percentual de obesos na populacdo adulta das capitais e do Distrito
Federal era de 18,9% e, em excesso de peso, 54,0%. A quitosana, derivado do biopolimero
quitina, vem sendo estudada e amplamente utilizada como suplemento alimentar com a
finalidade de facilitar a perda de peso e prevenir ou desacelerar a evolucdo da obesidade, devido
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e adsor¢do de gordura. O presente trabalho usou a
metodologia de Dindmica Molecular para a criagdo de modelos representativos de gorduras de
reserva e a elucidagdo, a nivel atomistico, do processo de interagdo presente entre estas e a
quitosana. A validagdo dos modelos criados de triestearina e trioleina se deu por analise de
densidade, com um erro relativo, em média, de 1,80 e 1,48% em relagdo a valores
experimentais, respectivamente. As andlises de func¢do de distribui¢do radial e de ligagdo de
hidrogénio mostraram correlagdo, podendo-se atribuir ao grupo amino protonado da quitosana
e ao oxigénio da carbonila dos trigliceridios os sitios de mais expressiva intera¢do, cuja
distancia interatdmica média é de 0,28 nm. Os resultados sdo condizentes com observagdes

macroscopicas presentes na literatura.

Palavras-chave: quitosana, adsor¢do, gordura de reserva, parametrizagdo de campo de forga,

Dinamica Molecular.



ABSTRACT

Obesity is one of major concerns in Brazil having expressive numbers. In 2013, studies
estimated an economic impact of obesity close to R$100 billion, equivalent to 2.4 percent of
GDP. In 2017, the percentage of the obese adult population from all Brazilian capitals and the
Federal District was 18.9% and, in overweight, 54.0%. Chitosan, a chitin derivative, has been
studied and extensively used as food supplement, considering its claim to ease weight loss and
prevent or slow down obesity progression due to its biocompatibility, biodegradability and fat
adsorption. This work used Molecular Dynamics methodology to create representative models
to describe storage fat and elucidate the atomistic interaction processes between fats and
chitosan. The models of tristearin and triolein were validated with density analysis, showing, in
average, a relative error of 1.80 and 1.48%, respectively, when compared to experimental
values. The analysis of radial distribution function and hydrogen bond distribution of all
hydrogen donor and acceptor groups of those two molecules, showed correlated results, and
suggested that the most expressive interaction occurs between the protonated amine group of
chitosan and the carbonyl oxygen from triglycerides, with an interatomic average distance of

0.28 nm. These results are consistent to the macroscopic observations present in literature.

Keywords: chitosan, adsorption, storage fat, force field parameterization, Molecular Dynamics.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenga crénica caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura no
tecido adiposo que compromete significativamente a saude dos individuos. Debilita o sistema
locomotor, promove dificuldades respiratorias, além de ser um fator de risco para Doencas
Cronicas Nao Transmissiveis, em especial doencgas cardiacas, acidente vascular cerebral, cancer
e diabetes [1, 2]. Os elevados indices de mortalidade e morbidade podem ser associados, em
parcela significativa, as inimeras complicagdes fisiopatologicas oriundas da obesidade e estes
a caracterizam como um dos mais graves problemas de saude publica atualmente [3, 4].

Além de ocupar, em 2014, o quinto lugar no ranking mundial de obesidade [5], no
Brasil, de acordo com os relatérios do Ministério da Saude [6, 7], o percentual de individuos
com obesidade na populacdo adulta nas capitais dos estados e o Distrito Federal aumentou 7,5%
nos ultimos onze anos, totalizando um percentual de 18,9%, sem diferenca entre sexos. O
percentual de individuos com excesso de peso, no mesmo intervalo de tempo, aumentou em
11%, totalizando 54,0% da populag@o das 27 cidades, porém agora com uma maioria entre o
sexo masculino. Estudos estimaram que o custo da obesidade no Brasil, em 2013, foi de quase
R$110 bilhdes, o equivalente a 2,4% do Produto Interno Bruto do pais naquele ano [8].

Gorduras, tecnicamente chamadas de lipidios, sdo um vasto grupo de biomoléculas que
ndo possui uma definicdo generalizada que consiga descrever, com precisdo, todas as
funcionalidades atribuidas a estas. De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada, IUPAC (do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry), a Unica
propriedade que une os diversos tipos de lipidios € a solubilidade em solventes apolares.

Dentro da categoria lipidios, estes ainda podem ser subdivididos em lipidios
saponificaveis e ndo-saponificaveis, termo relacionado a presenga ou auséncia de grupos ésteres
na constituicdo molecular [9]. Quando presente, estes grupos podem ser hidrolisados em
condi¢des alcalinas, produzindo sais, e, quando ausente, ndo. Dentro do primeiro grupo,
encontram-se os fosfolipidios, glicolipidios, esfingolipidios, gliceridios e ceras. No segundo,
colesterol e prostaglandinas. A Figura 1 exemplifica a estrutura de lipidios saponificéveis e ndo-
saponificaveis. A) representa o lipidio saponificavel 1-oleil-2-palmitoil-fosfatidilcolina,
fosfolipidio de membranas celulares, e, B), o lipidio ndo-saponificavel prostaciclina, uma
prostaglandina.

FIGURA 1. Lipidios saponificavel e ndo-saponificavel, sendo A) um fosfolipidio e B),

prostaglandina.
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térmica e sinaliza¢do bioquimica [10, 11]. A versatilidade dos diversos tipos de lipidios os
confere aplicabilidades em variadas industrias como as alimenticias, cosméticas e
nanotecnolégicas [12].

O armazenamento de energia através de lipidios no organismo animal se localiza no
tecido adiposo, sendo este constituido por células especializadas para esta fun¢do denominadas
adipocitos. Os principais constituintes da gordura armazenada nos adip6citos sdo os gliceridios,
lipidios compostos por uma unidade de glicerol e até trés unidades de acidos graxos. A
quantidade de acidos graxos presentes na molécula a caracteriza como mono, di ou
trigliceridios, sendo os Gltimos os mais comumente encontrados na gordura de reserva animal
e vegetal [13].

Além do tecido adiposo, trigliceridios também se encontram no sangue, permitindo a
transferéncia de gordura e agucar do figado, e sdo componentes principais dos oleos presentes
na pele humana [14].

O acesso biologico aos trigliceridios pode ser dar a partir de trés fontes distintas, porém
interconectadas: gorduras ingeridas na dieta, gorduras armazenadas nos adipocitos e/ou
gorduras sintetizadas pelo figado. A sintese de trigliceridios se da a partir da conversdo do

excesso de carboidratos ingeridos apds sua saturagdo em seu proprio metabolismo e esta



contribui¢do ¢ limitada, diferentemente da ingestdo direta de gordura. Estes trigliceridios
sintetizados também sdo armazenados nos adipocitos e ndo se distinguem dos outros [15].

A principal diferenga dentre os trigliceridios esta na estrutura dos trés acidos graxos
presentes. Estes podem apresentar cadeias idénticas ou distintas entre si € podem apresentar
nenhuma, uma ou multiplas insaturagdes, as quais também podem se diferenciar entre

configuragdes cis ou frans [16], conforme ilustra a Figura 2.

FIGURA 2. Molécula do trigliceridio insaturado 1-palmitoil, 2-oleil, 3-linoleilglicerol. Em
preto: glicerol. Em azul: palmitato. Em verde: oleato. Em vermelho: linoleato. Esteres dos

acidos palmitico, oléico e a-linolénico, respectivamente.

Os acidos graxos presentes na estrutura sdo derivados de hidrocarbonetos e apresentam
estruturas altamente reduzidas semelhantes aos seus precursores presentes em combustiveis
fosseis, o que resulta, em uma oxidagdo completa, na liberagdo de aproximadamente 38 kJ g,
viabilizando sua fun¢do energética, uma vez que este valor € significativamente superior a de
proteinas e carboidratos com o mesmo peso [13].

Além da energia liberada, por apresentarem grande mobilidade estrutural, as cadeias de
acidos graxos presentes nos trigliceridios permitem a formac¢do de empacotamentos
moleculares, os quais, aliados ao carater hidrofébico das gorduras, resultam em aglomerados
com alta densidade energética, justificando sua fun¢do de armazenamento [17]. A Tabela 1
compara fontes de energia biologicas e a energia armazenada em uma respectiva massa, para

um adulto com setenta quilogramas.

TABELA 1. Fontes de energia em um adulto de 70 kg.



Fonte energética  Massa (g) Energia (kcal)

Tecido Adiposo

Trigliceridio 13.000 120.000
Figado

Glicogénio 100 400

Trigliceridio 50 450

Musculo

Glicogénio 500 2000

Trigliceridio 300 2700
Sangue

Glicose 15 60

Trigliceridio 4 35

Acidos graxos livres 0.5 5

Fonte: KLEIN e ROMIJN, 2016.

A compactagdo e a energia armazenada nos trigliceridios permitem que, em uma menor
massa de aglomerados moleculares, haja uma maior liberagdo de energia.

O carater hidrofébico dos trigliceridios, apesar de contribuir para seu empacotamento,
dificulta seu processo de metaboliza¢do, uma vez que, insoluveis em agua, toda gordura
ingerida demanda emulsificagdo para que haja a formagdo de micelas finamente dispersas
capazes de serem digeridas. Outro obstaculo para esta metabolizagdo ¢ a dificuldade de
internalizagdo celular da sua estrutura, o que demanda clivagens sequenciais das gorduras até
obtencdo de glicerois e acidos graxos livres. Tanto a emulsificagdo quanto as clivagens se dao,
efetivamente, no duodeno, o ultimo componente do trato gastrointestinal superior (composto
por boca, faringe, eséfago, estdmago e duodeno) [13].

A solubilizagio dos aglomerados de gorduras se da por propriedades detergentes dos
sais biliares produzidos no figado e armazenados na vesicula. Estes sais sdo originados,
principalmente, do acido taurocdlico, um derivado do colesterol. Havendo o rompimento dos
aglomerados e a formagdo de micelas, as lipases intestinais sdo capazes de clivar o glicerol dos
seus respectivos acidos graxos. Ambos sdo absorvidos separadamente pela mucosa intestinal e,
posteriormente, retomam suas liga¢des, porém agora na presenga de colesterol e proteinas

especificas que permitem a formacgdo de agregados lipoprotéicos denominados quilomicrons.
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Estes agregados concentram os lipidios hidrofobicos em seu centro e mantém as proteinas
hidrofilicas em sua superficie, tendo, portanto, transporte facilitado através do sistema linfatico
e sanguineo até o tecido adiposo [13].

Em suma, o consumo excessivo de trigliceridios resulta na formagao de mais adipdcitos,
os quais, fisiologicamente, caracterizam o individuo com excesso de peso ou até obesidade,
desencadeando todos os maleficios ja elucidados.

Bioquimicamente, existem duas abordagens padréo para a redugido de gordura corporal,
as quais ndo se excluem mutuamente. Estas sdo redugdo da caloria ingerida, traduzida como
ingestdo de alimentos, e/ou aumento do gasto energético ou exercicios fisicos. Idealmente,
havendo um ou ambos, ¢ esperado que haja uma redug@o da reserva energética do corpo. Uma
variagdo do primeiro sdo os estudos feitos para reformular e otimizar os diversos tipos de dietas
que existem, seja limitando o nimero de por¢des ou o consumo de alimentos especificos com
base em suas propriedades agregadas [18].

Entretanto, para individuos obesos em niveis de médio e alto risco, as debilitagdes
locomotoras e todas as demais complicagdes provocadas pela obesidade muitas vezes
dificultam ou impedem que as abordagens mencionadas sejam factiveis. Nesses casos, existem
outros tipos de tratamentos abrangendo farmacoterapia e intervengdes cirargicas. De forma
generalizada, ndo havendo muitas complica¢des cronicas, a primeira € indicada a pacientes em
inicio de obesidade e, a segunda, pacientes com obesidade extrema [19].

Por se tratar de uma doenga, mesmo as intervengdes mais brandas possuem riscos e
efeitos adversos, compreendendo desde nauseas, fadiga e dor de cabeca até depressdo e
problemas cognitivos [20].

Outro tipo de abordagem que vem crescendo atualmente € o uso de suplementos
alimentares para facilitar a perda de peso e prevenir ou desacelerar a evolugdo da obesidade.
Dentre esses suplementos disponiveis, pode-se destacar os que sdo derivados de quitina
(quitosana), pois demonstraram significativa potencialidade devido a sua capacidade de
interagdo com trigliceridios [21, 22].

A quitosana ¢ um polissacarideo composto por duas unidades monoméricas,
glicosamina e N-acetilglicosamina, conectadas por ligagdes -(1,4), com presenga majoritaria
da primeira unidade (Figura 3). Sua origem vem do biopolimero natural quitina, componente
primario da parede celular de fungos e exoesqueletos de artrépodes como crustaceos e insetos,

e € o segundo biopolimero mais abundante na natureza [23, 24].



De forma anéloga ao seu derivado, a quitina também pode ser formada pelas unidades
glicosamina e N-acetilglicosamina, contudo, com maior concentragdo da segunda. A Figura 3

ilustra as unidades estruturais de ambos.

FIGURA 3. Unidades estruturais de quitina e quitosana, sendo (A) N-acetilglicosamina e (B)
glicosamina. Na quitina, [A] > [B] e, na quitosana, [B] > [A].

COCH,

— HO
HO o
NH; CH,OH .
B A

Fonte: DE QUEIROZ ANTONINO ef al., 2017.

A substitui¢do dos grupos acetamida pelos grupos amino usualmente se da pela hidrélise
basica do primeiro na presenca de bases concentradas (NaOH ou KOH) e a temperaturas
elevadas. Outro método empregado ¢ através da hidrolise enzimdtica utilizando quitina
deacetilsases [25, 26].

A quitosana obtida € entdo caracterizada pelo seu grau de acetilagdo (GA), ou seja, a
quantidade de grupos N-acetilglicosamina restantes no polimero. A distribui¢io desses grupos
estd intrinsecamente relacionada as condi¢gdes do processo de preparagdo, portanto pode-se
obter faixas razoavelmente consideraveis de GA [27]. Este processo se tornou de interesse
comercial tanto pela ampla possibilidade do estudo de sucessivos derivados desta a partir dos
grupos hidroxila, amino e acetamida presentes em sua estrutura, quanto pela enorme gama de
aplicagdes como tratamento de efluentes [28], cosméticos [29], medicina [30], agricultura [31]
e, conforme estudos sugerem, no desenvolvimento de suplementos alimentares destinados a
reducdo da absor¢do de gordura alimentar [21, 22].

Estudos experimentais in vitro foram realizados simulando condi¢des estomacais (pH
1,0-2,0) e intestinais (pH 6,5-7,5), em especifico do duodeno, com o objetivo de avaliar as

interagdes microscopicas entre quitosana e trigliceridios habitualmente utilizados na dieta. O



resultado obtido foi um aumento da formagao de emulsdes do tipo agua/dleo conforme o pH do
meio aumenta, até a formagdo de flocos em pH 6,5-7,5 [32].

Considerando seu pKa de 6,5, a quitosana se solubiliza em meio acido e, conforme o
pH aumenta, precipita [33]. A formacgdo dos flocos ¢ atribuida a esta precipitagdo, a qual
favorece a formagdo de interagdes entre quitosana e trigliceridios expressivas a ponto de haver
aprisionamento de até 45% do trigliceridio inicialmente adicionado, nas condigdes utilizadas.

Supde-se, portanto, que a ingestdo de suplementos alimentares a base de quitosana aja
de forma similar, reduzindo um percentual da gordura ingerida a ser metabolizada e absorvida
no intestino, a qual serd posteriormente eliminada ao término do trato gastrointestinal.

Apesar dos resultados observados experimentalmente, ainda ndo € sabido o mecanismo
de interagdo pelo qual o contato entre quitosana e trigliceridios alimentares se d4 de forma a
promover o aprisionamento do ultimo. Considerando que o Brasil ocupa um lugar significativo
no ranking mundial de obesidade e a quitosana apresenta interacdes com as moléculas de
gordura, ¢ de interesse académico e industrial compreender em detalhes este mecanismo de
interagdo, visando a sintese de compostos mais eficientes a base de quitosana com foco em
perda de peso e, consequentemente, auxiliar a diminui¢do dos casos de obesidade no Brasil,
melhorando a qualidade de vida da populagio.

Portanto, para compreender o mecanismo de adsor¢do da gordura pela quitosana e
permitir aprimoramentos para tal processo, torna-se necessario o seu entendimento a nivel
molecular. Neste contexto, a Mecanica Molecular, em particular a metodologia de Dinamica

Molecular, foi utilizada buscando elucidar esses processos atomisticos.



2. OBJETIVOS

Simular computacionalmente, a nivel molecular, a intera¢do da quitosana com sistemas

contendo trigliceridios saturados, insaturados cis e/ou insaturados frans.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Criar modelos mecanico moleculares representativos dos trigliceridios: triestearina,
trioleina e 1-estearoil, 2-elaidoil, 3-estearoilglicerol, no campo de forca OPLS/AA,;
* Avaliar e, se possivel, propor algum mecanismo de interagdo entre os pares

trigliceridios-quitosana com base nos resultados da Dinamica Molecular.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. MECANICA MOLECULAR

O interesse principal da modelagem molecular ¢ o estudo e o desenvolvimento de
modelos matematicos capazes de descrever atomos e moléculas com a finalidade de reproduzir
propriedades termodinamicas reais de sistemas quimicos através de simula¢des
computacionais. Uma vez desenvolvido um modelo representativo de determinado sistema, €
possivel adquirir informagdes atomisticas a nivel molecular de processos microscopicos nao
observaveis empiricamente. Estas informagdes possuem grande valia no entendimento desses
processos [34].

Os modelos matematicos sdo criados baseando-se no formalismo da mecanica quantica
(MQ) ou mecanica molecular (MM) e seu emprego varia conforme o tipo de informagio que
se deseja obter de um sistema quimico.

A MQ, por considerar os elétrons de forma discreta, ¢ capaz de descrever, com maior
detalhamento, informagdes sobre a estrutura eletrénica dos atomos, através de inumeras
abordagens metodologicas como os métodos ab initio e semi-empirico, 0s quais apresentam
graus de simplificacdo e ajustes proprios. Apesar do maior detalhamento eletronico, sua
aplicabilidade em sistemas complexos resulta em um numero desmedido de equagdes a serem
solucionadas computacionalmente, resultando em tempos de simulagdo e capacidade
computacional pouco factiveis [35].

A MM, por sua vez, ignora a movimentacgao eletronica e calcula a energia do sistema
simulado somente a partir das posi¢des nucleares. Em termos fisicos, este considera a estrutura
molecular como esferas macigas carregadas conectadas por molas com constantes de forcas
caracteristicas. Esta abordagem reduz o numero de equag¢des a serem solucionadas
computacionalmente, permitindo tempos de simula¢des mais rapidos na elucidag@o de sistemas
quimicos complexos, como o de uma proteina, porém ndo € capaz de representar ou predizer
formac@o ou clivagem de ligagdes quimicas [34, 36].

No geral, dentro da MM, a estrutura molecular ¢ descrita matematicamente através de
um somatorio de fungdes potenciais das contribui¢des ligadas e ndo-ligadas entre cada 4tomo
presente, as quais descrevem a relagdo entre estrutura e energia do sistema de interesse. Estes
potenciais sdo calculados com base em parametros e equacdes inseridos em bancos de dados

denominados campos de forga.



Os potenciais ligados compreendem potenciais de ligagao (Vg), angulos (Ve) e diedros
(Vy) (préprio ou improprio), enquanto os ndo-ligados, eletrostaticos (Ve) e de Lennard-Jones
(VL1). A Equagdo 1 representa uma descrigdo matematica simplificada de um potencial total de

uma unica molécula.
Vtotal = VB + Ve + Vq) + VE + VL] (l)
Existem inumeros campos de forga disponiveis para o uso em softwares de simulagdo

computacional, cada um podendo conter func¢des e/ou parametros proprios. A Tabela 2

exemplifica alguns dos campos de forca mais populares encontrados na literatura [37]:

TABELA 2. Exemplos de Campos de Forga utilizados em modelagem molecular.

Campo de Forca Referéncia
Groningen Molecular Simulation 1996 (GROMOS-96) [38]
Opftimized Potentials for Liquid Simulations/All Atoms (OPLS/AA) [39]
Assisted Model Building with Energy Refinement (AMBER) [40]
Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics (CHARMM) [41]

Neste trabalho, o campo de forga utilizado foi o OPLS/AA e suas fungdes potenciais

serdo descritas em detalhes a seguir [39].
3.1.1. FUNCAO POTENCIAL DE LIGACAO (V3)

A func¢do potencial que descreve o estiramento covalente de ligagcdes entre atomos i e j

¢ uma fung¢@o potencial harmdnica, V, (1) [kJ mol™'], sendo:

1
V(1) = Ek?j(rij —by)? (2)

r;; [nm] = distancia de ligag@o;
* b;; [nm] = distincia da mesma ligagdo no equilibrio;

=k} [N m” mol”] = constante elastica do oscilador.
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FIGURA 4. Ligacgdo entre atomos 7 € j e constante de forga correspondente.

A constante k}?j e a distdncia b;; sdo os pardmetros presentes no campo de forga.

3.1.2. FUNCAO POTENCIAL ANGULAR (Vo)

A fung¢@o potencial que descreve a vibragdo angular entre atomos 7, j € k£ também ¢

representada por uma fung¢do potencial harménica, va(ei jk) [kJ mol™], sendo

1
Va(Bijic) = 5kijic@ujic — 83ju)? (3)

* 0 [rad] = dngulo formado entre os atomos;
G?jk [rad] = angulo formado no equilibrio;

*  k{j; [kJ mol™ rad?] = constante angular do oscilador.

FIGURA 5. Angulo entre os 4tomos 7, j e k.

A constante kiejk e o angulo G?jk sdo os parametros presentes no campo de forga.
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3.1.3. FUNCAO POTENCIAL DIEDRAL (Vo)

A fung¢@o potencial que descreve a torsdo diedral propria entre os planos ijk e jkl (Figura
6) ¢ representada pela fungdo potencial hibrida de Ryckaert-Bellemans e Fourier, Vrg(d; i)
[kJ mol™], sendo:

Vr($ijr) = 15[1:1(1 + cos($)) +Fp (1 = cos(2¢)) + F3(1 + cos(3¢)) + Fu(1 — cos(4d))] (4)

» F,_, [kJ mol'] = coeficientes na série de Fourier;

*  yjx [rad] = Angulo diedro entre os planos;

FIGURA 6. Diedros proprio e improprio entre os atomos 7, j, k e /, respectivamente.

ﬂ,‘u

Os coeficientes F e o angulo ¢ s@o os pardmetros presentes no campo de forga.
O campo de forca OPLS/AA ndo possui um termo para diedros improprios, sendo

necessario um ajuste especifico por parte dos softwares que utilizam esse banco de dados.

3.1.4. FUNCOES POTENCIAIS NAO-LIGADAS (Vi E Vi.1)

A fungdo potencial (Vnr) que descreve as interagdes ndo-ligadas entre atomos i e j €
uma soma das fungdes potenciais eletrostatica [kJ mol'] e de Lennard-Jones [kJ mol],

respectivamente, sendo:

) -] ®
rij rij
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f[kJ mol! nm C?] = constante de Coulomb;
* q;; [C] = carga atdmica;

* r1y; [nm] = distancia entre os atomos;

» ¢; [kJ mol™'] = energia minima de potencial;

* 0;; [nm] = distancia finita na qual o potencial € nulo;

No potencial de Lennard-Jones as poténcias 12 e 6 correspondem as contribui¢des
repulsivas e atrativas, respectivamente.

As cargas q; jra energia €;; e as distdncias 0;; s30 os pardmetros presentes no campo de

forga.

3.2. DINAMICA MOLECULAR

Em suma, Dindmica Molecular (DM) ¢ uma metodologia que usa dados mecanicos
moleculares para avaliar a evolug@o temporal de sistemas quimicos dentro e fora do equilibrio.
Na DM, através de médias de um conjunto estatistico representativo de um sistema molecular,
¢ possivel obter informagdes sobre algumas propriedades macroscopicas desse sistema [42],

uma vez que os parametros inseridos no campo de forga sejam representativos para 0 mesmo.

As simulag¢des por DM resolvem, simultaneamente, as equagdes (6) e (7) a seguir, para
o numero i de moléculas presentes no sistema simulado.
Ozxi
Fi = Wmi

A Equacio (6) corresponde a segunda lei do movimento de Newton e as coordenadas x

(6)

em funcdo do tempo t representam a evolucdo temporal ou trajetoria desse sistema.

F av; ;

No mesmo sistema, as for¢as atuantes também sio func¢io das coordenadas através da
derivada parcial negativa da fun¢io potencial total resultante da descri¢do mecanico molecular
ja elucidada. Desta forma, a integracdo da Equag@o (6) para cada atomo em intervalos de tempo
na ordem de femtosegundos (1fs = 101 segundos), apds perturbagdes aleatorias iniciais e sob

temperatura e pressao estabelecidas, resulta em uma série de trajetorias e o sistema tende a um
13



estado de equilibrio. A partir de médias da trajetdria nesse equilibrio € possivel extrair

informag¢des macroscdpicas desse sistema [38].
3.2.1. CONDICAO PERIODICA DE CONTORNO

O confinamento do sistema molecular a ser simulado em um espag¢o virtual
tridimensional limitado causa duas artificialidades basicas. A primeira ¢ a diferenca de forcas
exercidas em particulas proximas a borda da caixa em relag@o as do centro, resultado de um
efeito de borda. A segunda ¢ a amostragem de particulas simuladas, a qual, para se obter
resultados estatisticamente representativos de propriedades macroscopicas reais, exige-se uma
amostragem comparavel a de um sistema fisico real, que tende a ordem de Avogadro. Contudo,

ndo ¢ factivel a criagdo de um sistema contendo este numero de particula.

A solug@o para estas artificialidades se deu pela replicagdo do mesmo espago virtual
inicial em todas as dimensdes, efeito conhecido por condi¢do periddica de contorno. Desta
forma, por menor que seja o sistema, o numero de copias tendendo ao infinito atenua o erro

gerado em decorréncia da baixa amostragem [34, 43, 44].

FIGURA 7. Representacio em duas dimensdes da condicdo periddica de contorno,

conservando o numero de particulas na caixa de simulago e reduzindo o efeito de borda.

f ! f
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Na Figura 7, o quadrado destacado corresponde ao sistema de referéncia e os demais
sdo réplicas originadas das condi¢des periodicas de contorno. Devido a reprodugido da mesma
trajetoria em todas as caixas, matematicamente o numero de particulas presentes ¢ conservado,
uma vez que a saida de uma particula da caixa inicial é sempre compensada pela entrada da

mesma particula, porém agora oriunda de sua réplica adjacente, conforme ilustra a Figura.

3.2.2. RAIO DE CORTE

Com uma amostragem estatisticamente relevante, o numero de contabiliza¢cdes de
interagdes ndo-ligadas de curto alcance também se torna mais alto, resultando, primeiro, em um
maior tempo computacional para sua resolucdo e, segundo, podendo criar uma artificialidade
de interacdo de determinada particula com sua propria imagem, a qual ndo € de interesse.

Portanto, para evitar esses dois efeitos, utiliza-se do conceito de raio de corte.

O raio de corte ¢ uma restrigao de espaco de simulagdo por uma esfera de raio especifico
(R¢) com centro em uma particula 7 de referéncia. Este raio deve ser da ordem de /2 (Rc < 1/2),
sendo L o comprimento da caixa [45]. Desta forma, a demanda computacional ¢ reduzida, pois
somente as interagdes de curto alcance dentro desse raio serdo computadas, e a artificialidade
mencionada anteriormente ¢ evitada, uma vez que as particulas so irdo interagir com aquelas

dentro dessa regido. A Figura 8 ilustra a constru¢do do raio de corte.
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FIGURA 8. Representacdo em duas dimensdes do raio de corte (R¢) ao redor de uma particula

de referéncia i. A célula central corresponde a caixa inicial e as demais sdo suas imagens.
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Apesar dos ajustes mencionados, cabe salientar que todos sdo ferramentas com a

finalidade de atenuar possiveis erros resultantes da limitagdo metodoldgica.
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4. PARAMETRIZACAO DOS TRIGLICERIDIOS TRIESTEARINA, TRIOLEINA E
1-ESTEAROIL, 2-ELAIDOIL, 3-ESTEAROILGLICEROL

4.1. SISTEMAS SIMULADOS

Previamente a simulacdo do sistema final de interesse, foi necessaria a criagdo de
modelos representativos de trigliceridios no campo de forca OPLS/AA, o qual desprovia de tais
modelos. A escolha dos trigliceridios 1) triestearina, ii) trioleina e iii) 1-estearoil, 2-elaidoil, 3-
estearoilglicerol se deu por suas similaridades estruturais e suas ocorréncias em inumeras
matérias-primas e produtos consumidos frequentemente. Pode-se destacar os 6leos vegetais e
gorduras animais, para o primeiro [46]; e margarina, chocolate, sorvetes, bolos, pdo, entre
outros, para o segundo [47].

Ambos os acidos graxos sdo constituidos de dezoito carbonos, porém em i) ndo ha
insaturagdes, em ii), uma insaturacdo em configuragdo cis em cada cadeia entre os atomos de
carbono 9 e 10 e, em iii), uma insaturagdo na configuragdo frans na cadeia central também entre
os atomos de carbono 9 e 10, como ilustrado na Figura 9.

A nomenclatura se origina dos acidos graxos presentes, sendo acido estearico, oléico e
elaidico os acidos de dezoito carbonos saturado, insaturado cis e insaturado trans entre C9-C10,

respectivamente.
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FIGURA 9. Trigliceridios modelados: 1) triestearina, ii) trioleina e iii) 1-estearoil, 2-elaidoil,

3-estearoilglicerol.

OY\/\/\/\/\/\/\/\/ R
N o D o
P S, o 5

Of/\/\/\/\/\A/\/ ;
o
i)
H3C
(0]
Q
PaarseR i
i o

CHa

4.2. SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR

Apos a devida inser¢do e/ou adaptacdo dos parametros necessarios para descrever os
modelos de trigliceridios no banco de dados do campo de forga, todos os sistemas foram
construidos independentemente, porém de forma padronizada, contendo setenta e cinco (75)
moléculas em uma caixa de simulagdo retangular. Estas caixas possuiram dimensdes

geométricas arbitrarias com o unico critério de conter todas as moléculas.

Inicialmente, todos os sistemas tiveram suas energias minimizadas atraves de um
algoritmo sfeepest descent com um nimero maximo passos de 50.000 ou uma for¢a méaxima
menor que 1.000 kJ mol™ nm™, com a finalidade de prevenir geometrias inapropriadas e/ou

sobreposi¢ao estérica.

Em seguida, os sistemas foram equilibrados por trés simulagdes consecutivas de 50 ps
em ensemble NVT (Numero de particulas, Volume e Temperatura constantes), utilizando o
algoritmo leap-frog [48] com passo de integragdo de 1 fs. A temperatura foi aumentada
gradualmente durante cada simulagdo. Em ambos os sistemas, as duas equilibra¢des iniciais
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foram a 50 e 150K, respectivamente, e a temperatura final variou de acordo com os valores
experimentais de densidade que seriam utilizados para a validagdo dos modelos, sendo 353K
em1e 288K em ii. Para o sistema iii ndo foram encontrados dados experimentais e sua validagao
foi feita com base nos parametros dos dois anteriores. As temperaturas foram mantidas

constantes acoplando-se o termostato velocity-rescaling [49].

Ap6s a equilibragdo inicial, foram realizados 2 ns de simulagdo por DM no ensemble
NPT (Numero de particulas, Pressdo e Temperatura constantes), utilizando, novamente, o
algoritmo Jeap-frog, porém com passo de integragdo de 0,2 fs. As respectivas temperaturas
foram mantidas constantes com o mesmo termostato anterior. A pressdo foi mantida a 1 bar

acoplando-se o barostato Parrinello-Rahman [50].

O algoritmo utilizado de restricdo de comprimento de ligagdo e estiramentos linear e
angular foi o linear constrain solver (LINCS) [51]. As coordenadas de cada 4tomo foram

contabilizadas a cada 1 ps de simulagao.

Todas as simulagdes e analises deste trabalho foram realizadas pelo software gratuito
GROMACS [37], vers@o 2016.4, em um computador Intel® Core™ 17-3770, quad core, 12 GB
de RAM, sistema operacional Ubuntu 17.10. O tempo médio gasto para as trés simulagdes por

DM foi de 2,084 ns dia™.
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os modelos mecanico moleculares dos trigliceridios foram avaliados através da
comparagdo das densidades obtidas pelas simulagdes por DM e dados experimentais,

disponiveis na literatura [16].

Devido a equilibragdo inicial ter sido feita em ensemble NVT, ndo havia pressdo externa
sendo aplicada na caixa de simula¢do. Apds o inicio das simulagdes em ensemble NPT, ha um
aumento gradual da pressdo até o valor estabelecido de 1 bar e, consequentemente, uma
diminui¢do do volume desta caixa. A diminui¢do do volume resulta em um aumento da

densidade do sistema, uma vez que o numero de particulas € constante.
- 8
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Com a estabilizag@o da pressdo, os sistemas comecam a entrar em estado de equilibrio

termodindmico. Os comportamentos de densidade obtidos por DM sd3o apresentados nas

Figuras 10-12.

FIGURA 10. Comportamento da densidade da triestearina (sistema 1) para 2 ns de

simulagao.
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Fonte: OriginPro 8.5.0 [52].
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FIGURA 11. Comportamento da densidade da trioleina (sistema ii) para 2 ns de simulag@o.
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Fonte: OriginPro 8.5.0.
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FIGURA 12. Comportamento da densidade da 1-estearoil, 2-elaidoil, 3-estearoilglicerol

(sistema iii) para 2 ns de simulag@o.
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Fonte: OriginPro 8.5.0.

Todos os sistemas apresentaram o aumento acentuado de densidade esperado no inicio
de simulag@o e um estado de equilibrio ao final. A diferenga entre o tempo necessario para o

estado de equilibrio pode ser atribuida a diferencga estrutural entre os trigliceridios.

Por apresentarem mais cadeias moveis saturadas, os sistemas 1 € iii se empacotam mais
facilmente sob o acréscimo da pressdo, se comparados ao sistema ii, o qual contém cadeias com
insaturagdes cis, menos moveis devido a mesma. A limita¢do estérica do sistema ii resulta em

uma resisténcia, a qual justifica o maior tempo para atingir o estado de equilibrio.

Para normalizar a amostragem de simulag@o entre os sistemas, foram calculadas as
médias de densidade no estado de equilibrio para somente os ultimos 0,5 ns de simulagdo. Os
valores de densidade média calculados, empiricos da literatura [16] e erros relativos, em

modulo, sdo descritos na Tabela 3.
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TABELA 3. Densidades médias e experimentais dos sistemas simulados e respectivos erros

relativos.
SISTEMAS
Triestearina Trioleina 1-estearoil, 2-elaidoil, 3-estearoilglicerol
Preo [kg m3] 878,7 9298 916,0
Pexp kg m?] 863,2 916,2 -
Erro Rel. 1,80% 1,48% -

Apesar de serem usados apenas 500 pontos para a média das densidades no estado de
equilibrio, os erros foram de 1,80 e 1,48% para os sistemas i e i1, respectivamente. Estes valores
foram o suficiente para validar os parametros utilizados para a descri¢do dos modelos de

trigliceridios.

Os parametros utilizados na descricio do modelo de 1-estearoil, 2-elaidoil, 3-

estearoilglicerol foram validados por extrapola¢do dos modelos anteriores.
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S. SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR DE QUITOSANA E
TRIGLICERIDIOS DE RESERVA

5.1. SISTEMAS SIMULADOS

Ap6s a validag@o dos parametros inseridos no campo de forga OPLS/AA para os trés
trigliceridios presentes nesse trabalho, os modelos puderam ser utilizados para o estudo de

interagdo entre eles e quitosana.

O modelo de quitosana parametrizado pelo grupo de pesquisa corresponde a forma de
decamero com quatro grupos amino em estado protonado, dos oito disponiveis. Este estado de
protonacdo ¢ resultado de um grau de acetilagdo de 20% e pH préximo ao pKa de 6,5 da
quitosana. Este pH, conforme ja elucidado, corresponde a faixa das condi¢des intestinais (6,5-
7,5), ambiente de interesse para o presente estudo. O modelo em questdo se encontra em

processo de escrita para publicagdo.

Neste Topico, os sistemas sdo ordenados analogamente aos do Tépico 4.1., sendo 1)
triestearina, 11) trioleina e iii) 1-estearoil, 2-elaidoil, 3-estearoilglicerol, ambos contendo

quitosana.

FIGURA 13. Representacdo grafica do decamero de quitosana, com os respectivos atomos O,

N, C e H (branco) nas cores indicadas. Os grupos amino protonados estdo circulados.

Fonte: Autor e VMD [53].
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5.2. SIMULACAO POR DINAMICA MOLECULAR

Os sistemas foram construidos independentemente, porém ambos contendo setenta e
cinco (75) moléculas dos respectivos trigliceridios, um (1) decAmero de quitosana e quatro (4)
ions cloreto, necessarios para neutralizagdo da carga total. As caixas de simulag@o retangulares
tiveram suas dimensdes geométricas descritas de forma arbitraria, com o tinico critério de conter

todas as moléculas.

Os protocolos e parametros de minimizagdo de energia, equilibragdo e dinamica final
foram os mesmos utilizados anteriormente, com excegdo da temperatura final de simulagio que
foi de 310K (temperatura corporal). Além disso, o tempo de simulagdo que foi estendido para
20 ns para garantir o equilibrio termodindmico e uma melhor descri¢do dos contatos entre os
constituintes do sistema. O tempo médio gasto para as trés simulagdes por DM finais foi de

2,644 ns dia™!.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo fato da metodologia de DM desconsiderar a movimentagdo eletronica, as interagdes
entre quitosana e trigliceridios foram avaliadas apenas por interagdes ndo-ligadas, como, por
exemplo, ligacdes de hidrogénio, nas quais os grupos amino, hidroxilas e N-acetil da quitosana
seriam doadores e os oxigénios do éster da gordura, receptores de hidrogénio. Sem a clivagem
das ligagBes entre as cadeias de acidos graxos e o glicerol, ndo € esperada atividade significativa

do grupo alcoxido do éster, porém ele foi incluido nas analises para melhor detalhamento.

A analise utilizada para avaliar provaveis contatos ou aproximagdes moleculares foi a
funcdo de correlagdo de pares ou de distribuigdo radial (rdf). Este calculo descreve a densidade
de probabilidade de se encontrar uma particula de interesse a uma distancia especifica de uma
particula de referéncia. Graficamente, a ordenada (g(r)) corresponde a distribui¢do radial de
probabilidade e a abscissa (r), a distancia especifica a ser analisada.

Neste trabalho, a distancia de interesse para intera¢des ndo-ligadas ¢ entre 0,20 a 0,35
nm, o que caracteriza uma distancia doador-aceptor da faixa tipica de ligagdo de hidrogénio

[54].
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A anélise foi feita entre os pares quitosana (Q) e trigliceridio (T), respectivamente, € os

resultados foram divididos em dois grupos:

a) Qnx (NX=NH3", NHz e NH) — Toy (OY = Oc e Ox);
b) Qox (0X=01,03,04e06)-Toy(OY =0c e Oa).

Dentre os oxigénios dos trigliceridios, o oxigénio da carbonila corresponde ao codigo
Oc e o do grupo alcoxido, Oa.

A Figura 14 ilustra os quatro tipos de hidroxilas presentes na quitosana, distintas com
base na composi¢do de sua vizinhanga, a qual pode resultar em alteragdes de reatividade. Para
melhor especifica¢do, os quatro tipos de hidroxilas foram explicitados e divididos em O1

(vermelho), O3 (azul), O4 (verde) e O6 (preto).

FIGURA 14. Diferencia¢do dos quatro tipos de hidroxilas presentes no modelo de quitosana:

01, 03, O4 e O6.

Fonte: Autor e VMD.

O grupo O1 corresponde a uma hidroxila terminal adjacente a um grupo amino € a um
oxigénio de anel glicopiranosidico, O3 corresponde a hidroxilas internas adjacentes a um grupo
amino/amino protonado e carbono do anel, O4 corresponde a uma hidroxila terminal adjacente
a duas outras hidroxilas e O6 corresponde a hidroxilas internas adjacentes a um carbono e a um
oxigénio do anel glicopiranosidico

As distribuigdes radiais dos pares a e b obtidos para o sistema i (triestearina) sdo

mostradas nas Figuras 15 e 16.
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FIGURA 15. Distribuigdo radial dos pares Qnx-Toy do sistema i (triestearina).
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Fonte: OriginPro 8.5.0.

O resultado mostra um comportamento simétrico para os pares NX—Oc e assimétrico
para os pares NX—Oa. Isto ilustra um comportamento ja esperado pelo fato do oxigénio do
grupo alcéxido ndo ter interagdo (neste caso associada a proximidade) de forma significativa.

Dentre os pares com maior distribui¢do radial, o par NH3 '-Oc apresentou a distribui¢do
mais intensa e significativa na regido de interesse, a qual ¢ esperada devido ao expressivo
carater eletrostatico oposto entre os grupos. A interagdo pode ser associada aos demais pares

NX-Oc, porém ndo tdo significativas quanto a do primeiro.
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FIGURA 16. Distribuigao radial dos pares Qox-Toy do sistema i (triestearina)
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Fonte: OriginPro 8.5.0.

Analogamente a discussdo anterior, € possivel interpretar que existe uma diferenga
significativa de distribui¢do radial dos oxigénios dos trigliceridios ao redor dos quatro tipos de
hidroxilas da quitosana, diferenga atribuida a composi¢do quimica ao redor de cada grupo.

Contudo, por ndo estarem normalizados em fun¢do da quantidade de atomos na
quitosana, ndo € possivel, e nem foco do trabalho, assinalar o melhor resultado entre eles.

Desta forma, todas as distribui¢des Qox—Toy foram comparadas com a distribui¢do mais

provavel da Figura 15, sendo o resultado apresentado na Figura 17.
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FIGURA 17. Comparagdo entre a distribui¢do radial mais provavel do par Qnx-Toy e todos os

pares Qox-Toy do sistema i (triestearina).
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Fonte: OriginPro 8.5.0.

A andlise da Figura 17, em conjunto com os rdf anteriores, permite atribuir ao grupo
amino protonado (-NH3"), expressiva e qualitativamente, a maior distribui¢do radial dentre os
possiveis grupos doadores de hidrogénio do modelo de quitosana utilizado.

Os sistemas 11 (trioleina) e 111 (1-estearoil, 2-elaidoil, 3-estearoilglicerol) apresentaram
resultados analogos ao sistema i (triestearina), atribuindo aos pares -NHz'-Oc a maior
distribuigdo radial.

Os resultados de distribui¢do radial dos demais sistemas analisados sdo mostrados nas

Figuras 18-23, mas no serdo discutidos devido a equivaléncia.
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FIGURA 18. Distribui¢éo radial dos pares Qnx-Toy do sistema ii (trioleina).
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Fonte: OriginPro 8.5.0.
FIGURA 19. Distribuigao radial dos pares Qox-Toy do sistema ii (trioleina)
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Fonte: OriginPro 8.5.0.
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FIGURA 20. Comparagao entre a distribui¢fo radial mais provavel do par Qnx-Toy e todos

os pares Qox-Toy do sistema 11 (trioleina).
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Fonte: OriginPro 8.5.0.
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FIGURA 21. Distribui¢do radial dos pares Qnx-Toy do sistema iii (1-estearoil, 2-elaidoil,

3-estearoilglicerol)
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Fonte: OriginPro 8.5.0.
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FIGURA 22. Distribuigéo radial dos pares Qox-Toy do sistema iii (1-estearoil, 2-elaidoil, 3-

estearoilglicerol)
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Fonte: OriginPro 8.5.0.
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FIGURA 23. Comparagdo entre a distribui¢do radial mais provavel do par Qnx-Toy e todos

os pares Qox-Toy do sistema iii (1-estearoil, 2-elaidoil, 3-estearoilglicerol).

20
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Fonte: OriginPro 8.5.0.

A Figura 24 mostra a distribuig¢do radial dos pares mais provaveis dos trés sistemas

analisados.
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FIGURA 24. Distribuicdo radial dos pares mais provaveis dos sistemas i, ii e iii,

respectivamente.
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A partir dela, nota-se que o aumento do nimero de insaturagdes no sistema pode resultar
em um aumento da distribui¢do radial dos oxigénios Oc ao redor do grupo NH3', haja visto que
ndo ha insaturagdes nos trigliceridios do sistema 1, ha 225 insaturagdes cis no sistema ii e, 75
frans no sistema 1ii.

Porém, como os trigliceridios ndo estavam juntos em um mesmo sistema, nao € possivel
assegurar tal hipotese. A maior relevancia do resultado obtido é mostrar que, em todos os
sistemas, o par NH3'-Oc apresentou a maior distribui¢do radial. Portanto, este é um bom
indicativo de que as intera¢des observadas experimentalmente entre quitosana e trigliceridios
de reserva em condi¢des intestinais se devem a interagdes de contato entre esses dois grupos
funcionais.

Apesar das diferencas de intensidade dos picos, todos apresentam um méximo de
distribui¢do quando a distancia entre as particulas analisadas € em torno de 0,28 nm.

De forma analoga ao calculo da distribui¢@o radial de pares, foi feito o célculo de
distribui¢do do numero de ligagdes de hidrogénio. Neste caso, a analise se diferencia da anterior
pois o software GROMACS utiliza critérios geométricos especificos para caracterizar a

interacgdo. Esses critérios sao:
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r<0,35 nm
a <30° )
Sendo r e o a distdncia e o angulo entre doador e aceptor de hidrogénios,
respectivamente. Os valores 0,35 nm e 30° se originam da distribui¢@o radial de pares do modelo

de agua simple point-charge [55]. O resultado é apresentado na Figura 25.

FIGURA 25. Distribui¢do de liga¢des de hidrogénio dos sistemas 1, ii e iii, respectivamente.
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Os picos de maximo de distribuigdo do par NH3"-Oc, dos sistemas triestearina, trioleina
e l-estearoil, 2-elaidoil, 3-estearoilglicerol, nas condig¢des presentes na Equagio (2), foram nas
distancias 0,283, 0,278 e 0,282 nm, respectivamente. Estes valores coincidem com o valor de
maximo de 0,28 nm obtido pelo rdf, fortalecendo a hipdtese de que a interagdo entre o par
analisado €, de fato, uma ligag¢ao de hidrogénio.

Esta interagdo pode ser visualizada ao longo da trajetéria da DM na Figura 26,
elucidando a aproximag@o do oxigénio da carbonila (Oc) dos trigliceridios (vermelho) ao grupo
amino protonado (NH3 ") ao longo dos primeiros 250 ps de simulagdo para o sistema i, sendo os

demais sistemas andlogos. As moléculas restantes de trigliceridios foram ocultadas para melhor
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visualizagdo do contato. Apos este intervalo de tempo, a distdncia entre os grupos que mais

interagem permanece constante.

FIGURA 26. Snapshots do sistema i (triestearina) nos tempos 0, 50, 100, 200 e 250 ps,

respectivamente, da trajetoria de DM e suas respectivas distancias interatdmicas em nm.

a) 4,363 nm.

b) 3,593 nm.
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¢) 2,215 nm.

d) 0,950 nm.

&
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Fonte: Autor e VMD.

e) 0,277 nm.
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6. CONCLUSOES

Através do estudo do comportamento da densidade dos trigliceridios puros em estado
liquido, foi possivel afirmar que os modelos parametrizados dessas gorduras no campo de forga
OPLS/AA reproduziram adequadamente o comportamento desses sistemas observado
experimentalmente.

O estudo de interacdo dos sistemas trigliceridios-quitosana pela metodologia de DM,
através da analise da distribui¢do radial de pares e de ligagdes de hidrogénio, possibilitou, com
resultados correlacionados, atribuir ao grupo amino protonado (NH3") da quitosana e ao
oxigénio da carbonila (Oc) dos trigliceridios os sitios de maior intera¢do. Isto sugere que
interagdes ndo-ligadas sejam o mecanismo de adsor¢do observado experimentalmente entre

estes sistemas, independente do grau de insaturagdo da gordura.
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