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Resumo

Estrada Lépez, Evelina Duneska; Silva Pimentel, André (Orientador).
Dinamica molecular da adsorcdo de prednisolona em um modelo de
surfactante pulmonar. Rio de Janeiro, 2017. 113p. Dissertacdo de
Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do
Rio de Janeiro.

A simulagdo da adsorcdo da prednisolona em um modelo de surfactante
pulmonar foi realizada com sucesso usando dinamica molecular coarse grained
a uma temperatura de 310 K. O modelo coarse grained da prednisolona foi
parametrizado usando o modelo do colesterol e validado utilizando célculos de
coeficientes de particdo octanol-agua e coeficientes de difusdo lateral. O
coeficiente de particdo octanol-agua calculado para prednisolona a 298 K é
3,9+1,6 que possui um acordo razoavel com o valor experimental. O coeficiente
de difusdo lateral da prednisolona na monocamada mista de DPPC/POPC é
estimado ser (6+4) x107 cm? st a 20 mN m™, o que esta de acordo com o
encontrado para o colesterol. A monocamada mista de DPPC/POPC foi utilizada
como modelo de surfactante pulmonar onde moléculas de prednisolona foram
adsorvidas formando nanoagregados. Os nanoagregados de prednisolona foram
transferidos dentro da monocamada mista DPPC/POPC sendo espalhados na
tensdo superficial de 20 mN m™®. A 0 e 10 mN m? os nanoagregados de
prednisolona induzem o colapso da monocamada mista DPPC/POPC formando
bicamadas. A implicacdo deste trabalho é que a prednisolona pode apenas ser
administrada com surfactante pulmonar utilizando baixas fracdes em massa de
prednisolona por lipidio (<10%). Com fracdes elevadas, o colapso inativa as
propriedades do surfactante pulmonar pela formacdo de uma bicamada. Os
resultados desta pesquisa podem ser utilizados para o desenvolvimento de novos
tratamentos clinicos de doencas como a sindrome da angustia respiratéria do
recém-nascido, asma e doenca pulmonar obstrutiva cronica.
Palavras-chave

Surfactante pulmonar; prednisolona; monocamada fosfolipidica; dindmica

molecular; modelo coarse grained; colapso; espalhamento.
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Abstract

Estrada LoOpez, Evelina Duneska; Silva Pimentel, André (Advisor).
Molecular dynamics of prednisolone adsorption on a lung surfactant
model. Rio de Janeiro, 2017. 113p. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

The simulation of prednisolone adsorption on a lung surfactant model was
successfully performed using coarse grained molecular dynamics at 310 K
(dynamics first performed). The coarse grained model for prednisolone was
parameterized using a well-established cholesterol model and validated by using
calculations of octanol-water partition coefficients and lateral diffusion
coefficients. The calculated octanol-water partition coefficient of prednisolone
at 298 K is 3.9+1.6, which is in reasonable agreement with experiment. The
lateral diffusion coefficient of prednisolone in the DPPC/POPC mixed monolayer
is estimated to be (6+4) x10" cm? s at 20 mN m™, which is in agreement with
that found for cholesterol. The DPPC/POPC mixed monolayer was used as lung
surfactant model where prednisolone molecules were adsorbed forming
nanoaggregates. The nanoaggregates of prednisolone were transferred into the
DPPC/POPC mixed monolayer being spread at the surface tension of 20 MmN m-
1 At 0 and 10 mN m?, the prednisolone nanoaggregates induce the collapse of
the DPPC/POPC mixed monolayer forming a bilayer. The implications of this
work are that prednisolone may only be administered with lung surfactant by
using low mass fractions of prednisolone per lipid (<10%). And, with high
fractions, the collapse inactivates the properties of the lung surfactant by forming
a bilayer. The results of this research can be used to develop new clinical
treatments for diseases such as respiratory distress syndrome of the newborn,

asthma and chronic obstructive pulmonary disease.

Keywords
Lung surfactant; prednisolone; phospholipid monolayer; molecular

dynamics; coarse grained model; collapse; spreading.
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Le Fase de liquido expandido.

Lo Fase de liquido organizado.

I Pressao de superficie.

D Coeficiente de difusao lateral.

K Energia cinética.

L Comprimento de uma caixa.

N Numero de particulas

% Energia potencial.

k Constante de Boltzmann.

q Carga de uma particula.

t Tempo.

v Velocidade de uma particula.

vol Volume de uma caixa.

w Potencial de tendéncia.

P Posicéo de uma particula.

q Momento de uma particula.

R Constante dos gases ideais.

AGtrans Variacdo de energia livre de Gibbs.

a Parametro do pseudopotencial.

B Compressibilidade isotérmica.

y Tenséao de superficie.

n Fator de ruido da equacéo de dindmica molecular estocastica.
A Parametro de acoplamento.
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Coeficiente de escalonamento.
Raio das interagcbes no pseudopotencial.

Coordenada de reagéo.
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Vuela siempre hacia arriba, hacia la cuspide del monte coronado de aguilas,
hacia la gloria de la luz. No lleves en tu garra de hierro las piltrafas de las
carnes de tu enemigo: ni en tu ojo rutilante el fuego del odio que sientas por él,
ni en tu pico, hecho para partir las viscosas viboras, el rastro de la sangre de
su corazén. Vuela a lo alto, limpio el plumaje del limo de la ciénaga de la vida.
No causes tormentos, no sordas iras, ni envidias bajas, ni rivalidades ruines.
Sé generoso. Sé noble. Sé leal. Anida en los concavos de las montafias biblicas;
busca la compafiia de los espiritus excelsos; juntamente a la cuadriga de las
almas superiores.

Juan Ramaén Molina, Excelsior
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Introducao

A inflamacdo é um mecanismo de defesa de todo organismo vivo a uma
infecc&o ou leséo dos tecidos. Os corticosteroides sédo amplamente utilizados em
um grande numero de tratamentos clinicos por suas propriedades anti-
inflamatdrias e imunorreguladoras. Uma dessas aplicacdes € no tratamento de
doencas do sistema respiratério como: asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica
(bronquites, enfisemas, etc.) e alergias respiratérias (Chung et al., 2009). Nao
obstante, o uso sistémico dos corticosteroides para o tratamento de doencas
respiratdrias tem sido descontinuado por seus efeitos adversos (Schacke et al.,
2002b). Atualmente, novos métodos de administracdo como inalagdo por
aerossois e instilagdo intratraqueal tém sido testados clinicamente com sucesso
(Barnes, 1995). Outra doenca respiratoria associada com problemas inflamatorios
€ a sindrome da angustia respiratéria do recém-nascido.

A sindrome da angustia respiratoria do recém-nascido € uma doenca que
afeta principalmente bebés prematuros causada pela deficiéncia ou inibicdo do
surfactante pulmonar (Polin et al., 2014). O surfactante pulmonar é um filme
interfacial composto de lipidios e proteinas, gerado entre as semanas 24 e 34 de
gestacdo. Encontra-se na regido alveolar do pulmdo e permite executar
corretamente 0 mecanismo respiratorio (Suwabe et al., 1992). Um bebe prematuro
€ aquele que nasce antes das 37 semanas de gesta¢cdo. Um estudo feito em 2010
com estatisticas de 184 paises do mundo, mostra que, o nascimento de bebés
prematuros € a causa numero um de morte de bebés recém-nascidos. Nesse
mesmo estudo foram relatados 15 milh8es de nascimentos prematuros, dos quais,
1,1 milhdes morreram por complicacdes médicas (por exemplo infec¢des). Uma
faixa do 5 a 18% de nascimentos prematuros foi registrada entre os 184 paises
avaliados. Para o Brasil, a porcentagem foi de 9,2% ou seja, 9 de cada 100 bebés
gue nascem sdo prematuros (Blencowe et al., 2013). Atualmente, a substituicdo
de surfactante pulmonar por fontes exdgenas de origem animal é uma terapia bem
estabelecida nos procedimentos clinicos, que gera uma redugdo consideravel na
mortalidade dos bebés prematuros sem complicacbes médicas (Blanco e Perez-
Gil, 2007).
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Substituicdo de surfactante pulmonar em recém-nascidos com a sindrome
da aspiracéo de mecdnio (Lopez-Rodriguez et al., 2011) e individuos adultos com
enfermidades respiratdrias cronicas (Lewis e Veldhuizen, 2006) foram realizados.
No entanto, os resultados obtidos ndo foram igualmente eficientes ao tratamento
em pacientes com complicacdes médicas. Por isso, a aplicagdo clinica de uma
mistura de surfactante pulmonar com corticosteroides para o tratamento das
doencas descritas anteriormente seria um grande avan¢co na area médica. A
aplicacdo, além de reduzir consideravelmente os efeitos colaterais negativos dos
corticosteroides por sua administracdo, também melhoraria a eficiéncia da
administracédo do surfactante pulmonar nos casos onde quadros de inflamacéo
também s&o diagnosticados. Experimentos de instilagéo intratraqueal de mistura
de budesonida, um tipo de corticosteroide, com surfactante pulmonar exégeno
foram realizados com resultados positivos (Kuo et al., 2010). Entretanto, as
interagbes moleculares ndo sdo claras e estudos da estabilidade e das
propriedades mecanicas do surfactante pulmonar sao necessarios para demostrar
a viabilidade dessa mistura.

A dindmica molecular classica mostra ser uma ferramenta poderosa para
simulacdes de propriedades de sistemas bioldégicos complexos que ainda néo
podem ser elucidadas por métodos experimentais. As duas metodologias de
dindmica molecular classica mais utilizadas sdo baseadas na resolucdo de sua
estrutura quimica: representando explicitamente os atomos da molécula
(simulacéo atomistica) ou agrupando um conjunto de atomos (simula¢éo coarse
grained). Existem muitos estudos de dinamicas moleculares de bicamadas e
monocamadas lipidicas com essas duas metodologias na literatura (Baoukina e
Tieleman, 2016). Na dindmica molecular classica, as intera¢cdes entre moléculas
sdo definidas pelo campo de forca. O MARTINI € um campo de forga que utiliza a
metodologia coarse grained (Marrink et al., 2007). Esse campo de for¢a tem sido
utilizado para o estudo de certos fenbmenos que acontecem no surfactante
pulmonar durante o processo respiratério, como € o caso de colapso do filme
(Baoukina et al., 2008), coexisténcia de fases (Duncan et al., 2011) e interacdes
com outras particulas (Barnoud et al., 2015). Esses fenbmenos acontecem em
tempos longos e escalas espaciais maiores, portanto, a reducdo do tempo
computacional torna-se uma prioridade. Ainda que a simulacdo coarse grained por
sua simplicidade n&o considere certas caracteristicas quimicas das moléculas, ela
consegue simular tempos maiores necessarios para apresentar esses fenbmenos.
Assim, um equilibrio entre eficiéncia e realidade deve ser gerenciado com esta

metodologia.
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Nesta dissertacdo, calculos de energia livre da transferéncia do
corticosteroide prednisolona da fase agua para a fase octanol foram realizados
para determinar o coeficiente de particdo octanol/dgua da prednisolona. Os
resultados foram comparados com valores experimentais para validar o campo de
forca adaptado para a prednisolona. Desta forma, as interagcdes entre a
prednisolona e um modelo de surfactante pulmonar foram analisadas em trés
diferentes tens6es superficiais do mecanismo respiratério 0, 10 e 20 mN m™. Trés
distintas fracbes massicas de prednisolona (0,1%; 1,0%; e 10 %) foram
escolhidas. O modelo de surfactante pulmonar € composto por dois fosfolipidios:
o dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que é o fosfolipidio saturado mais abundante
do surfactante pulmonar, e o palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina (POPC), que é um
fosfolipidio insaturado. A formacao de nanoagregados de prednisolona, o colapso
da monocamada e o espalhamento da prednisolona foram investigados com esta
metodologia. Além disso, informag¢des dindmicas, como a difusdo lateral, e
estruturais, como a organiza¢cdo da monocamada, localizacdo da prednisolona e

separacao de fases da monocamada foram analisadas.
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Objetivos

2.1.
Objetivo geral

Simular pela primeira vez a adsorcdo de prednisolona em um modelo de
surfactante pulmonar a 310 K com diferentes fracbes em massa de prednisolona
(0,1%; 1% e 10%) e diferentes tensdes superficiais do mecanismo respiratério (0,
10 e 20 mN m?) utilizando dinamica molecular coarse grained em escala de

microssegundos.

2.2.
Objetivos especificos

Este trabalho tem como objetivos especificos realizar calculos de energia
livre da transferéncia da prednisolona da fase agua para a fase octanol através do
método de integracdo termodindmica e do método do umbrella sampling.
Resultados que serédo utilizados para o calculo do logaritmo do coeficiente de
particdo octanol/dgua da prednisolona e comparados com resultados
experimentais. Uma andlise de ambos métodos sera realizada para avaliar qual
apresenta melhores resultados e validar o campo de for¢ga da prednisolona em
coarse grained. Propriedades dindmicas do modelo de surfactante pulmonar
(DPPC/POPC) com e sem a prednisolona serdo computadas pela difuséo lateral
guantificando as mudancas que gera a inser¢cdo do farmaco. Propriedades
estruturais do modelo de surfactante pulmonar na auséncia e na presenca da
prednisolona tais como area por lipidio e parametro de ordem serédo calculadas. A
localizacdo e a orientacdo das moléculas de prednisolona no modelo de
surfactante pulmonar serdo elucidadas com ajuda da distribuicdo de densidade
massica. A formacao de agregados em cada fragdo em massa e em cada tensao
superficial serd prevista. Estabilidade e colapso do modelo de surfactante
pulmonar em cada fragdo em massa e em cada tensao superficial sera avaliada
qualitativamente. A habilidade de espalhamento de nanoagregados de
prednisolona sera simulada. A separacdo de fases do modelo de surfactante

pulmonar com e sem prednisolona sera descrita pela funcéao de distribuicao radial.
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Fundamentacgao tedrica

3.1.
Corticosteroides

Os corticosteroides pertencem a familia de hormonios esteroides de 21
carbonos, liberado pelo cortex adrenal que inclui glicocorticoides e
mineralocorticoides. O termo corticosteroide €, entretanto, usado para referir-se
aos glicocorticoides (Ito et al., 2006). Os glicocorticoides regulam diversas fungbes
celulares como crescimento, homeostases, metabolizacéo, cognicdo e inflamacéo
(Rhen e Cidlowski, 2005). Por sua ampla utilizagdo nos mecanismos
imunorreguladores, os glicocorticoides sdo um dos farmacos mais amplamente
prescritas no mundo todo para tratar numerosas doencas inflamatorias e
autoimunes como asma, alergia, artrites e esclerose mdltipla. Contudo, os
beneficios terapéuticos dos glicocorticoides sdo limitados por seus efeitos
adversos associados as suas altas doses e longos tempos de uso. Entre os efeitos
adversos estdo: osteoporoses, atrofia da pele, diabetes, obesidade abdominal,
glaucoma, cataratas, infeccdo e necroses vascular, crescimento retardado e
hipertensdo (Schacke et al., 2002a)

Os glicocorticoides tém sido utilizados com sucesso no tratamento da asma
desde a década de 1970 por sua acdo anti-inflamatéria (Chung et al., 2009;
Klaustermeyer e Choi, 2016). Ainda que eles tém sido tema de criticas pelos
efeitos colaterais anteriormente citados, seguem tendo um lugar privilegiado nos
tratamentos clinicos da asma (Mcdonough et al., 2008; Liu et al., 2013). O
mecanismo de administracdo também tem sido tema de pesquisa, comprovando
gue a administracao pelas vias respiratorias (inalacédo) tem a mesma efetividade
gue a administracédo oral e com um menor nimero de efeitos colaterais (Barnes,
1995). Por este fato, o glicocorticoide prednisolona, o metabolito ativo da
prednisona, tem dosagens baixas, e s6 em casos extremos, é aplicado em

dosagens maiores (Fleishaker et al., 2016).
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3.2.
Tensoativos

Um material tensoativo é uma substancia que influencia através da tensao
superficial a superficie de contato entre duas fases ndo misciveis. Os tensoativos
também sdo chamados de surfactantes, termo derivado da expressao inglesa
“surface active agent”. Uma molécula tensoativa apresenta uma parte com
caracteristica apolar ligada a outra com caracteristica polar. A parte apolar de um
tensoativo normalmente tem origem em uma cadeia carb6nica, normalmente &
conhecida como cauda. A parte polar pode ser formada por atomos que
apresentem concentracdo de carga com formagdo de um polo negativo ou
positivo, conhecida como cabeca. Os tensoativos sdo classificados em 4
categorias. Os tensoativos catibnicos apresentam uma carga positiva na regido
polar da molécula. Os tenosativos anibnicos apresentam uma carga negativa na
regido polar. Os tensoativos ndo-ibnicos ndo apresentam cargas verdadeiras. E
0s tensoativos zwitteribnicos possuem tanto uma carga positiva como negativa na
sua cabeca pelo que podem se comportar como tensoativos anidnicos ou
catidnicos (Daltin, D. 2012).

3.3.
Surfactante pulmonar

O surfactante pulmonar é um componente vital no sistema respiratério. Ele
foi descoberto em 1929 quando Kurt von Neergaard sugeriu a existéncia de um
material com propriedades tensoativas no pulméo. Este fato pulmonar foi
comprovado 25 anos depois por Richard Pattle na Inglaterra, John Clements nos
Estados Unidos e Chris Macklin no Canada por suas pesquisas sobre os efeitos
de agentes nervosos sobre o pulmao onde puderam ter um maior entendimento
sobre a fisiologia deste novo tensoativo. Desde entdo, um grande numero de
pesquisas teoricas e experimentais tem sido desenvolvidas para conhecer um
pouco mais sobre sua composiCAo e seu mecanismo no processo de respiracao
(Halliday, 2008).
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3.3.1.
Composicao

O surfactante pulmonar € uma mistura complexa de lipidios e proteinas que
é sintetizada pelas células alveolares epiteliais tipo Il no espago alveolar (Suwabe
et al., 1992). Em termos gerais o surfactante pulmonar dos mamiferos € composto
de uma fracdo em massa de aproximadamente 90 % de lipidios, e de 10 % de
proteinas. Entre os lipidios, as espécies majoritarias sdo os fosfolipidios
zwitterionicos tais como as fosfatidilcolinas (PC) com uma fragdo em massa de
aproximadamente 60 a 70 %. Os lipidios anidnicos tais como os fosfatidilglicerol
(PG) e fosfatidilinositol (PI) possuem uma fracdo em massa de 10 a 15 % e os
lipidios neutros, principalmente o colesterol, contribuem com 10 %. Entre 30 a 60
% dos PC é dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) que é uma espécie que contém as
duas cadeias hidrocarbbnicas saturadas. Este fosfolipidio possui uma grande
capacidade de empacotamento e € o principal responsavel pela redugédo da
tenséo superficial necessaria para estabilizar o pulm&o no momento da expiragédo
no processo respiratdrio. A maior parte dos fosfolipidios restantes sao insaturados
tais como o palmitoil-oleoil-fosfatidilcolina (POPC) que contém uma insaturagéo
em uma das suas cadeias hidrocarbdnicas. As proteinas do surfactante pulmonar
podem ser classificadas em duas classes: hidrofébicas (SP-B e SP-C) e
hidrofilicas (SP-A e SP-D). As hidrofilicas sdo as mais abundantes e estdo
relacionadas com o mecanismo inato de defesa no alvéolo e as hidrofébicas
possuem um papel fundamental nas funcdes biofisicas do surfactante pulmonar
(Shelley et al., 1982; Parra e Perez-Gil, 2015). Todos esses componentes do
surfactante pulmonar séo organizados e armazenados em estruturas chamadas
de corpos lamelares (CL) (llustracdo 1). Estas estruturas tém um formato esférico
gue contém multiplas membranas concéntricas. Quando os corpos lamelares sédo
segregados dentro da subfase alveolar, diferentes estruturas sdo geradas por
causa das mudancas de pH, hidratacdo e concentracdo de calcio. Uma
reorganizacao de especial interesse é a chamada bainha de mielina (BM),
formada diretamente dos corpos lamelares e contendo numerosos arranjos de
membranas (bicamadas) de tipo cubico. Esta formacao é permitida pelo auxilio da
proteina SP-A que, junto com a proteina SP-D, é segregada separadamente dos
corpos lamelares. Uma das teorias mais aceitas supfe que a bainha de mielina é
a responsavel direta da formacao do surfactante pulmonar na interface ar-agua.
(Perez-Gil, 2008; Perez-Gil e Weaver, 2010).
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llustracdo 1 — Mecanismo de segregacéao do surfactante pulmonar. llustracdo traduzida ao
Portugués e utilizada com permissao dos autores (Perez-Gil e Weaver, 2010).

3.3.2.
Mecanismo

Os bronquiolos séo ramificagbes que fazem parte do sistema respiratorio
humano. No final destas ramificagfes, existem cavidades pequenas chamadas de
alvéolos. Os alvéolos sdo os responsaveis pela troca gasosa: entrada de oxigénio
e saida de dioxido de carbono no corpo humano. Estas pequenas cavidades de
raio de aproximadamente de 0,1 mm s&o expandidas para obter oxigénio durante
a inalacéo e contraidas durante a exalagdo. A expansao desta grande superficie
requer uma quantidade significativa de trabalho. De acordo com a equacao de
Young-Laplace:

P =2y/R (1).

O pequeno raio da cavidade gera uma pressao muito alta dentro dos
alvéolos. Na eq. (1), P é a pressao na regido alveolar, y é a tensdo da superficie
alveolar e R é o raio dos alvéolos. A superficie alveolar coberta apenas por agua
mantem uma tensao superficial aproximada de 70 mN m* a 37 °C. No entanto, o
surfactante pulmonar consegue baixar essa tenséo a niveis perto de 0 mN m™ no
final da exalacédo que é o estagio mais critico da respiracao, evitando o colapso
do pulméo. (Goerke, 1998)

E bem conhecido que o surfactante pulmonar deve possuir pelo menos trés
propriedades mecanicas em um processo respiratorio normal: (I) uma rapida
adsorcao na interface ar-agua, (II) uma tenséo superficial muito baixa no momento
da compresséao e (Ill) um eficiente espalhamento durante os sucessivos ciclos de

compressao e expansao. (Lopez-Rodriguez e Perez-Gil, 2014).
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Os fosfolipidios do surfactante pulmonar sdo pouco sollveis em agua e sdo
adsorvidos em forma de agregados na interface ar-agua (llustracéo 2). Esses
agregados séo liberados pela bainha de mielina através da formacao de grandes
estruturas curvadas com grandes barreiras de energia. SP-B e SP-C promovem a
estabilizagdo destes grandes intermediarios, permitindo uma adsor¢cdo muito
eficiente e quase instantanea (Walters et al., 2000; Ross et al., 2002). Devido ao
seu carater anfifilico, os fosfolipidios séo orientados na interface ar-agua na forma
de monocamadas de surfactante.

Liquido condensado Liquido organizado

AR
(Lo) L)

AU S BB st

Liquido expandido

Liquido desorganizado Liquido organizado

(Lo Ly) (L)

llustracdo 2 — Fases da monocamada de surfactante pulmonar. llustracdo traduzida ao
Portugués e utilizada com permisséo do autor (Perez-Gil, 2008)

A tenséo superficial na nova interface pode ser calculada pela seguinte

equacao:
Y(AL) =vo —11(AL) (2),

onde Yo é a tensao superficial da interface ar-agua pura, A. é area por molécula
de lipidio, e I1(A.) é a presséo de superficie gerada pela interagdo das moléculas
(Adamson, A.W. 1997). O colapso da monocamada na sua tensao de equilibrio
forma reservatérios de bicamadas de fosfolipidios. Também, a adsorcdo de

material em excesso na subfase pode formar reservatérios (Schurch et al., 1995).
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A tenséo superficial na interface depende da densidade superficial (o inverso
da area por lipideo). Quanto maior a densidade superficial, menor sera tensao
superficial. Um aumento da densidade superficial pode ser atingido pela adsorgéo
do surfactante da subfase ou pela compressdo da interface. A quantidade de
surfactante que pode ser adsorvido na interface permite atingir uma tensdo de
equilibrio de 20 a 27 mN m™, o que permite um equilibrio entre agregados 2D
(monocamadas) e agregados 3D na subfase. Através da compressdo da regiao
alveolar na exalacdo a densidade superficial € aumentada e a tenséo superficial
baixa a um valor minimo de tensdo (aproximadamente 0 mN m™). Quando o
processo de inalagdo acontece, a tensdo da superficie sobe novamente para um
valor préximo da tensdo de equilibrio. Nesta situacdo, a monocamada do
surfactante pulmonar encontra-se num estado metaestavel entre a tensao de
equilibrio e o colapso (Zuo, Yi Y. et al., 2008).

3.3.3.
Coexisténcia de fases

A hipétese classica squeezed out (Watkins, 1968; Clements, 1977) sugere
gque a monocamada do surfactante pulmonar é exprimida no processo de
compressao depois de sua tensdo abaixar para valores abaixo do valor de
equilibrio. Os lipidios insaturados sao removidos enriquecendo a monocamada
com lipidios saturados, basicamente DPPC. Entretanto, esta teoria tem sido
gquestionada por recentes pesquisas que comprovam a existéncia de quantidades
consideraveis de lipidios insaturados no final da exalacao (Piknova et al., 2001;
Yu e Possmayer, 2003). Além disso, também ja foi provado que monocamadas
em fase liquido expandida podem atingir tensGes muito baixas através de uma
supercompressao (Crane e Hall, 2001), ndo obstante ainda ndo € conhecido se
este fenbmeno possa acontecer no mecanismo respiratorio pulmonar. Portanto,
novas hipGteses sdo necessarias para responder a estes fatos intrigantes. Um
numero consideravel de estudos tem demostrado a coexisténcia de fases tanto
em monocamadas de surfactante pulmonar como em bicamadas lipidicas (Discher
et al., 1996; Nag et al., 1998; Zuo, Y. Y. et al., 2008; De La Serna et al., 2013). Os
cientistas agora se perguntam se esta coexisténcia de fases pode contribuir para
a estabilidade do filme e afetar a formacg&o dos reservatorios (Possmayer et al.,
2010).
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3.3.4.
Temperaturas de transicoes de fases

Da mesma forma que a composicdo possui um papel fundamental na
reducdo da tenséo superficial da regido alveolar, a temperatura define as
diferentes fases nas quais o surfactante pulmonar pode permanecer. Cada
fosfolipidio possui uma temperatura de transicdo T (da sigla em inglés, melting
temperature) que define uma fase fluida ou condensada. Por exemplo, o DPPC
tem uma Tn de 41 °C (Yan et al., 2007) que € um pouco acima da temperatura
fisiologica do corpo humano, 37 °C. Desta forma, um filme puro de DPPC néo
pode ser completamente fluido no corpo humano. Os fosfolipidios insaturados
como o POPC possuem T, muito mais baixas, -3 °C (Davis et al., 1981). Esta
mistura de fosfolipidios com diferentes temperaturas de transicdo € o que permite
o surfactante pulmonar ser uma mistura fluida, o qual é fundamental para ele ser

adsorvido rapidamente na interface.

Na temperatura fisiolégica do corpo humano e niveis baixos de compressao
ou baixas densidades de empacotamento, as caudas dos fosfolipidios tém uma
grande liberdade de movimento constituindo a fase liquido expandido (Lg). Pelo
contrario, em niveis altos de compresséo e altas densidades de empacotamento,
a fase é conhecida como liquido condensado (Lc) (Nag et al., 1991). Além da
temperatura e a composi¢éo da mistura fosfolipidica, o colesterol possui um papel
importante nas fases do surfactante pulmonar. Numerosos estudos mostram que
0 colesterol influencia diretamente na estrutura do surfactante pulmonar,
diminuindo o grau de empacotamento e dando mobilidade aos fosfolipidios (De La
Serna et al., 2004). Esta fase conhecida como liquido organizado (Lo) €
considerada como uma fase intermediaria entre a fase Le e a Lc (llustracéo 2)
(Worthman et al., 1997; De La Serna et al., 2004).

3.4.
Surfactantes exdgenos

Como j& foi descrito, o surfactante pulmonar é fundamental para a vida pois
sua falta ou seu mal funcionamento pode trazer consequéncias fatais (Goerke,
1998). A populacdo mais sensivel a ter um mal funcionamento do surfactante
pulmonar sdo os bebés prematuros, que possuem uma doenga conhecida como
a sindrome da angustia respiratéria do recém-nascido. Estas condi¢es
patolégicas podem ser causadas por desordem genética (Wert et al., 2009),

inativacdo do surfactante (Lopez-Rodriguez et al., 2011), parto prematuro (Polin
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et al.,, 2014) ou qualquer outra patologia que danifique o epitélio alveolar e as

propriedades biofisicas do surfactante pulmonar.

A sindrome da angustia respiratéria do recém-nascido (ou a doenca da
membrana de hialina como era conhecida) foi descoberta por Mary Ellen Avery e
Jere Mead em 1959. Essas cientistas concordaram que a doenga acontecia
devido a deficiéncia de surfactante pulmonar (Halliday, 2008). Isto fez seguir a
ideia da terapia de substituicdo de surfactante (Hallman, 1991; Segerer et al.,
1991; Banerjee e Puniyani, 2000).

Na década de 80, varios ensaios com a terapia de substituicdo de
surfactante foram feitos em humanos com sucesso e rapidamente tornou-se a
terapia padrdo para o tratamento da sindrome da angustia respiratdria do recém-
nascido (Fujiwara et al., 1980; Halliday, 1995). Atualmente, tem-se desenvolvido
numerosos surfactantes clinicos extraidos do pulméo de diferentes animais,
principalmente de boi e porco como é o caso de Curosurf®, Survanta®,
Surfacen®, Infasurf®, Alveofact® e BLES®. Pela origem, esses surfactantes sdo
conhecidos como surfactantes pulmonares naturais. Todos eles se diferenciam
um do outro na composicéo e, portanto, em sua fungdo. No entanto, todos eles
tém demonstrado serem efetivos no tratamento da sindrome da angustia
respiratdria do recém-nascido. Os surfactantes pulmonares naturais séo caros e
também apresentam diferengas consideraveis entre cada lote, no entanto, muitos
esforgcos tém sido feitos para desenvolver um surfactante pulmonar padronizado
mais barato. Infelizmente, devido a complexidade do mesmo, isto ainda parece
ser uma tarefa sem solucdo (Blanco e Perez-Gil, 2007). O Unico surfactante
pulmonar artificial que hoje pode ser encontrado no mercado é o Surfaxin®
(Cochrane et al.,, 1996). Outros surfactantes pulmonares artificiais estdo em

estagio de desenvolvimento (Spragg et al., 2003; Seehase et al., 2012).
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3.5.
Mistura de farmacos com surfactantes pulmonares exdogenos

Apesar de ser bem conhecida a habilidade do surfactante pulmonar de se
espalhar rapidamente na interface ar-dgua da cavidade alveolar, a pesquisa de
surfactante pulmonar como um possivel carregador de farmacos comecou h&
pouco tempo (Perez-Gil e Keough, 1998). Na década de 90, van 't Veen et al.
realizaram a experiéncia de misturar surfactante pulmonar exégeno com farmacos
e concluiu que os ratos que tinham recebido o farmaco misturada com surfactante
sobreviveram mais do que aqueles que apenas foram tratados com o farmaco
(Vantveen et al., 1996). Trés anos mais tarde, esse mesmo pesquisador publicou
que esta nova técnica diminuia os efeitos colaterais ocasionados pela farmaco
além de diminuir a mortalidade dos ratos (Van't Veen et al., 1999). Posteriormente,
também foram testados outros agentes terapéuticos tais como: anticorpos (Herting
et al.,, 1999), corticosteroides (Liu et al.,, 1996), recombinacdo de vetores

adenovirus (Katkin et al., 1997) e enzimas antioxidantes (Walther et al., 1995).

Porém, qualquer molécula que seja transportada pelo surfactante pulmonar
pode modificar suas propriedades e funcionalidade devido as interagfes entre
ambos componentes. O estudo destas interagbes € fundamental para tirar
conclusbes sobre a aplicabilidade de qualquer mistura farmaco/surfactante

pulmonar.

3.6.
Surfactantes pulmonares exdgenos e glicocorticoides

Como a inflamag&o € uma carateristica priméria de muitas doencgas, 0s
glicocorticoides tém sido tema de muitas pesquisas. Na parte experimental,
Davies et al. relataram um aumento na hidrofobicidade de uma monocamada de
Survanta® quando ela foi misturada com budesonida. Eles acreditam que este
aumento da hidrofobicidade é devido a um aumento das interagcbes com a
budesonida hidrofébica (Davies et al., 2009). Por outro lado, Kuo et al. tém
relatado estudos sobre instilagcdo intratraqueal de budesonida usando um
surfactante pulmonar exégeno como veiculo de administracdo. Ele mostrou uma
significante diminuicdo das mortes de recém-nascidos prematuros com a
sindrome de angustia respiratoria do recém-nascido e diminuicdo dos efeitos
adversos a longo prazo (Kuo et al., 2010). Mikolka et al. mostraram uma melhoria
nas fun¢des mecénicas do pulm&o. Quando coelhos induzidos com a sindrome

de aspiracdo de meconio foram administrados com uma mistura de budesonida e
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Curosurf®, também ocorreu a diminuicdo da inflamacao quando comparado com
o tratamento com apenas o corticosteroide e o surfactante pulmonar exégeno
(Mikolka et al., 2013).

Fazendo uma analogia entre os corticosteroides e o colesterol por suas
semelhancgas na sua estrutura e pelo importante papel do colesterol no surfactante
pulmonar, pesquisas das interacdes entre estes dois tipos de esteroides tém sido
desenvolvidas. Zhang et al. e colaboradores compararam os efeitos do colesterol
e budesonida no filme de um surfactante pulmonar exdgeno livre de colesterol
(Curosurf®). Em baixas fragbes em massa (<<10%), ambos esteroides
apresentam o mesmo comportamento de fluidificagdo do filme. Quando a fracéo
em massa aumenta para 10%, o flme com colesterol apresenta uma Unica fase
que anula as propriedades interfaciais do filme. Ndo obstante, o filme com
budesonida apenas é fluidificado mostrando pouco efeito na atividade superficial.
Estes mesmos autores sugerem que os surfactantes exdégenos livres de colesterol
podem ser melhores carreadores de farmacos que aqueles que contém colesterol.
A explicacdo é que uma maior fragdo em massa do farmaco poderia ser distribuida
sem comprometer as propriedades mecanicas do filme (Zhang et al., 2012).

Por outro lado, na literatura também sao encontrados relatos contraditorios
com respeito a influéncia dos corticosteroides no surfactante pulmonar. Palmer et
al. relatam mudancas na tensdo superficial de dois surfactantes pulmonares
exogenos (BLES® e Survanta®) quando eles sdo misturados com dois farmacos
muito utilizados no tratamento de doencas respiratérias, budesonida e salbutamol.
A mistura do surfactante pulmonar com o salbutamol nédo teve efeito nenhum na
tensédo superficial. A adicdo da budesonida aumentou a tenséo superficial minima
do BLES® em fracBes em massa elevadas (10%). Entretanto, budesonida parece
ndo afetar o filme em fracbes em massa menores. Por outro lado, o Survanta®
parece ser afetado tanto com fragBes em massa baixas como altas. Esta diferenca
de estabilidade entre BLES® e Survanta® € atribuida pelo autor a maior fracao
em massa da proteina SP-B que possui o BLES® quando comparado com o
Survanta® (Palmer et al., 2000).

Wang et al. também relatam resultados similares de budesonida com outro
surfactante pulmonar exégeno (Infasurf®). Em fracdes baixas de massa (0,1%) o
filme ndo mostra mudancas nas intera¢cdes do surfactante com o farmaco. No
entanto, nas fracdes mais elevadas (1% e 10%), a tensdo superficial minima
aumenta em aproximadamente 5 mN m? o que indica uma mudanca nas
propriedades biofisicas do surfactante pulmonar e provoca o colapso do filme pela

fluidificac@o do surfactante. Por outro lado, o dipropionato de beclometasona (um
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corticosteroide com uma estrutura quimica muito parecida a budesonida) ndo teve
mudancas significativas na tenséo superficial em tensées minimas em nenhuma
das fracOes estudadas. As diferencas sdo identificadas em tensbes superficiais
maiores (valores perto de 32 mN m). O autor sugere que a budesonida mantem
uma maior afinidade com o surfactante em niveis muito baixos de tensdo e o
dipropionato de beclometasona € expulso do filme muito antes de atingir estes
niveis. As razdes da divergéncia entre estas duas moléculas com estruturas
quimicas semelhantes sdo atribuidas as suas diferengas farmocinéticas e
fisicoquimicas, embora seu mecanismo de interagdo ndo estd claro para a
comunidade cientifica. (Wang et al., 2012).

Pelas pesquisas desenvolvidas nos ultimos anos podemos concluir que as
interagBes de cada corticosteroide devem ser avaliadas individualmente porque
ainda que eles compartilhem estruturas similares podem apresentar diferentes
comportamentos quando misturados com os diferentes surfactantes pulmonares.
Outro componente que tem que ser avaliado no momento da escolha do
surfactante pulmonar é sua quantidade do colesterol, pelo seu papel fundamental

na formacéo de fases necessarias para a estabilidade do filme em tensdes baixas.
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3.7.
Dinamica molecular

Atualmente existem muitas técnicas para o estudo das interacbes dos
atomos e moléculas. A dindmica molecular é uma ferramenta baseada em
calculos computacionais dessas interagcdes. A dinamica molecular ab initio
descreve as interag6es moleculares de forma muito acurada através da equacao
de Schrodinger, no entanto é bem conhecido que este tipo de célculos possui um
grande custo computacional. A dindmica molecular classica é realizada pela
solugdo da equacdo de Newton para descrever as interagfes dos atomos. Esse
tipo de abordagem é menos acurado mas tem a grande vantagem que demanda
um menor custo computacional quando comparada com a dindmica molecular ab
initio. A dindmica molecular classica pode ser classificada em relagéo a resolugéo
ou agrupamento das particulas existentes no sistema: atomistica e a coarse
grained. A dindmica molecular classica atomistica possui a representacdo de
atomos ou grupos de dois ou trés atomos (United atoms). Na dinAmica molecular
classica coarse grained, o agrupamento de quatro ou mais atomos pesados é
realizado e tem sido utilizada com muita frequéncia nos Udltimos anos
principalmente para sistemas complexos, onde escalas maiores de dimensao e
tempo sdo requeridas. Também sado utilizados métodos hibridos (também
conhecidos como QM/MM, da sigla em inglés de Quantum Mechanics/Molecular
Mechanics) onde o centro de interesse é tratado com métodos ab initio e o resto
do sistema com mecanica molecular classica. Agora, o desafio dos cientistas é

definir como seréo tratadas as interacfes da fronteira dos dois métodos.
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3.8.
Dinamica molecular classica

Um estado microscépico pode ser descrito pela posicdo e o momento de
seus atomos e moléculas. Com a aproximagéo de Born-Oppenheimer é possivel
expressar um termo Hamiltoniano classico do sistema como fungéo da posicao e
velocidade dos nucleos, deixando de lado os rapidos movimentos dos elétrons. O
Hamiltoniano pode ser escrito como a soma das func¢des das energias cinética e

potencial de um conjunto de coordenadas gie momentos p; para N particulas:

N N
H(qup) = ) K@)+ ) V(@) (3.

Por convencéo as coordenadas q podem ser representadas pelos eixos de
coordenadas cartesianas r. A energia cinética é expres sa em termos do momento

de cada particula:

K=i;# (4).

A dindmica molecular classica utiliza a mecénica classica de Newton para

resolver numericamente a equagéo de movimento de um conjunto de N particulas:

d?r;
Fi:miF;, i=1..N. (5),

asr;

2
onde uma particula de massa m; e aceleragéo —

gera uma forga F;.

A forca também pode ser expressa através da energia potencial de cada

particula:

av

5,

As eq. (5) e eq. (6) sdo resolvidas em espacos de tempo na escala de
femtossegundos. A coordenada r; em fungcdo do tempo, representa a trajetoria da
particula i durante um periodo de tempo estabelecido. Na dindmica molecular
classica, o potencial pode ser calculado com a ajuda de campos de forca

conhecidos.
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3.9.
Calculo do potencial

Na dindmica molecular classica, o potencial pode ser calculado pela soma
das contribui¢cdes das interagdes ligadas (V) e das interacdes nado-ligadas (Vy;)

de um conjunto N de patrticulas:

N
Viotat = ) Wi+ Vi), (7
i=1
Entre as interacfes ligadas, o primeiro termo da equacdo, temos as

seguintes contribuicdes covalentes que mantém os atomos juntos:

I. Potencial do comprimento de ligagéo.
II. Potencial do angulo de ligacéo.
lll. Potencial da tor¢do de ligacao.

O ultimo termo corresponde as interacdes nao-ligadas:

|I. De van der Waals.
[l. Electrostaticas.

3.9.1.
Interagdes entre &tomos ligados

As interacdes entre atomos ligados sao definidas pelas interacdes
covalentes que permitem manter os atomos juntos. Neste tipo de ligacdes, os
campos de forca fazem diferenca no comprimento da ligagdo com respeito as
ligacbes serem simples, duplas ou triplas. Existem o0s seguintes tipos de
interagBes entre atomos ligados: estiramento da liga¢do entre dois corpos, angulo
de ligag&o entre trés corpos e o angulo diedro entre quatro corpos. Existe também
um tipo especial de interacdo diedro que é usada para forgar os &tomos a ficarem
em uma posicao plana ou tetraédrica. O potencial diedro é usado em compostos
ciclicos ou para manter a quiralidade de grupos com carbonos assimétricos no

caso de atomos unidos.

3.9.1.1.
Comprimento de ligacéao

A interacdo entre dois 4&tomos € a descricdo mais facil de compreender

conceitualmente. Também, é a energia que domina o0 potencial total por sua
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grandeza (= 150 a 1.000 kJ molt). No campo de for¢a, a energia de ligacdo entre
dois atomos i e j ligados covalentemente é funcdo do comprimento da ligacao e é

descrita por um potencial harménico:
1
Vi(ry) = Ekl(rij —-r$)? (8),
onde Ti(])' € 0 comprimento padrao de ligacdo entre os &tomosi e j, e K, € a constante
de forca de ligacéo especifica para esse par de atomos. Esta aproximacao gera

um potencial aproximado ao redor de r{}, a qual funciona muito bem para valores

proximos do comprimento padrdo. Assim, € uma boa aproximacgdo para tratar

macromoléculas com pequenas flutuacdes.

3.9.1.2.
Angulo de ligacéao

O potencial gerado pela deformacdo de duas ligacdes formadas por trés
atomos i, j e k também pode ser calculado pela aproximagdo do potencial
harmdnico. A deformag&o do angulo pode ser descrita como a aproximag&ao ou o

afastamento de dois atomos:

1
Va(Oiji) = Eka(gijk - 600 )? (9),

onde Bi"jk € a deformacdo angular harmbnica padrdo e k, € a constante de

deformacé&o angular dos trés atomos envolvidos.

Para o campo de forca do MARTINI o potencial angular é calculado pela

aproximacao do cosseno:

1
Va(gl]k) = Eka(cos(gijk) - COS(el‘Ojk) )2 ( 10)1
onde cos(6;x) = “L e k, é também a constante de deformagéo angular dos
J TijThj

trés atomos envolvidos.
3.9.1.3.

Torcao de ligagcao
O angulo diedro ¢ j; € definido como o angulo formado entre os planos; ijk
e jkl. O potencial de tor¢éo, definido utilizando o angulo diedro formado por quatro
atomosii, j, kel é:
Va(diji) = ka(1 + cos(ndiju — da)) (11),
onde d)?jkl € 0 angulo diedro de referéncia, n € a multiplicidade da funcdo e k,; é a

constante de angulo diedro.
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Os angulos diedros impréprios séo utilizados para manter estruturas planas
como anéis aromaticos. O potencial de diedro improprio mais simples é o potencial

harmaonico.
1
Vai Gijrr) = Ekdi(fijkz — & )? (12),
onde E{)jkl € o0 angulo diedro improprio de referéncia e k;; € a constante de angulo

diedro improprio.

3.9.2.
Interagdes entre &tomos néo ligados

As interacbes nado ligadas sdo aquelas que ndo estdo diretamente
envolvidas nas ligagbes covalentes. Geralmente, duas interagdes sao
consideradas nos campos de forca: as interagcbes de van der Waals e as
interacBes eletrostéaticas. A energia potencial gerada a partir destas interacdes €
dependente da distancia, e no caso das interagfes eletrostéticas, elas séo

dependentes da constante dielétrica relativa.

3.9.2.1.
Potencial de van de Waals

Geralmente, o potencial de van der Waals é calculado com a aproximagao

12 6
wi-sa(2)"-(2))

s

onde ¢;; € a profundidade do pogo, o;; € a distancia na qual o potencial de

de Lennard-Jones:

Lennard-Jones vai a zero e r;; distancia entre as particulas i e j. O termo r;;~'2
descreve a repulsdo e o termo r; j‘6 descreve as atracfes entre as particulas.

3.9.2.2.
Potencial Eletrostatico

O tratamento do potencial eletrostatico entre duas particulas carregadas g

e g é feito pela lei de Coulomb:

qi4q;
V(r;) = —24
C(ru) 4rege, (14),

onde ¢, é a constante dielétrica no vacuo, ¢, € a constante dielétrica relativa do

meio e r;; corresponde a distancia entre as particulasie j.
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3.10.
Campo de forca MARTINI

Os campos de forca contém um grande numero de parametros para
descrever a energia potencial das moléculas. Eles podem ser obtidos de valores
experimentais ou de calculos ab initio. A maioria deles sdo desenvolvidos para
conjuntos especificos de particulas como proteinas, lipidios, agucares, etc.

O campo de forca MARTINI segue a filosofia coarse grained. O MARTINI faz
um mapeamento 4 por 1, onde 4 atomos pesados e seus hidrogénios associados
sdo representados por uma simples interacdo. Para estruturas com anéis, o
mapeamento pode ter outra distribuicdo que serd explicada em breve. O campo
de forga considera apenas 4 sitios principais de interagéo: polar (P), ndo-polar (N),
apolar (C) e carregada (Q). Cada sitio € dividido em subtipos para representar a
natureza quimica das estruturas atdmicas de uma maneira mais acurada no
mapeamento. Dois subtipos podem ser identificados claramente. Os sitios que
mostram uma capacidade de ligacdo de hidrogénio sdo nomeados como
doador=d, aceptor=a, doador-aceptor=da, e nenhuma=0. A outra categoria esta
representada por valores numéricos que vao de 1 até 5 indicando um grau de
polaridade baixa a alta, respectivamente. Todas as combinac¢des geram um total

de 18 diferentes sitios de interacdo. (Marrink et al., 2007).
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3.10.1.
Calculo do potencial para MARTINI

As interacbes de ligacdo entre sitios conectados sdo descritas pela
aproximacao harmonica descrita ha eq. (8). Neste campo de for¢a, o0 comprimento
padréo ri‘} utilizado normalmente € 0,47 nm e uma constante de ligacéo k; de 1250

kJ mol* nm?, mas esses valores ndo sdo fixos e podem mudar a fim de ter uma
estrutura quimica mais acurada. Para representar os angulos de ligacao entre trés
sitios ativos a aproximacdo de cossenos descrita na eq. (10) € utilizada A
constante de deformacdo angular k, é definida em 25 kJ mol? para cadeias
alifaticas e um angulo de equilibrio Biojk de 180°. Para ligacdes insaturadas com
uma conformacéo cis, uma constante mais elevada é utilizada, 45 kJ mol?, e o
angulo de equilibro agora € 120°. No caso das conformagdes trans, a constante
de forca fica igual, mas o angulo volta a 180°.

Nas interacdes nao ligadas somente séo tratados os dois tipos mais comuns
de interag6es: van der Waals e eletrostaticas. As interagdes de van der Waals sdo
tratadas com a aproximagéo de Lennard-Jones, eq. (13), o;; € selecionado como
0,47 nm. Este valor ndo é aplicado para os casos especiais como particulas com
anéis. Também n&o é aplicado para interagdes de moléculas de tipo carregadas
(Q) e para tipos de moléculas mais apolares (C1 e C2). Nesses casos, a repulsdo
é estendida até 0,62 nm. O valor da constante ¢;; varia desde 2,0 kJ mol* para
interacBes entre sitios polares e apolares imitando o efeito hidrofébico até 5,6 kJ
mol? para interacdes entre sitios carregados. As interacles eletrostaticas séo
descritas pela lei de Coulomb, eq. (14), onde a constante dielétrica relativa é fixada
em 15.

As estruturas com anéis que precisam manter uma geometria especifica ndo
podem ser descritas com mapeamento 4 por 1. A estratégia utilizada é incluir todos
0s sitios necessarios para manter a geometria da molécula. Devido a alta
densidade gerada pelos sitios, as estruturas com anéis precisam de um
tratamento especial. No campo de forga do MARTINI, esses sitios sdo etiquetados
com a letra “S”. O valor da distancia o;; de Lennard-Jones é reduzido a 0,43 nm e
os valores de ¢;; sao ajustados a 75% de seu valor original. Isto permite um melhor
empacotamento das moléculas evitando que elas congelem, o que permite
reproduzir corretamente a densidade de pequenas estruturas com formatos de
anéis, ndo afetando seu coeficiente de particdo. Para manter a rigidez dos anéis

e evitar oscilacdes muito rapidas, ligacbes e angulos sdo colocados como
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restritos. O potencial de angulo diedro impréprio pode ser aplicado utilizando a
aproximagao descrita na eq. (12).

As constantes das interacdes nao ligadas sédo baseadas na reproducéo de
energias livres de particdo entre fases polares e apolares de um grande namero
de compostos quimicos. As constantes das interacdes ligadas sdo derivadas de
dindmicas moleculares atomisticas.

3.10.2.
MARTINI limitacdes

O MARTINI, assim como outros modelos, tem suas limitagdes. Uma grande
parte dessas limitagfes sdo herdadas do modelo coarse grained, enquanto outras
sdo derivadas da sua parametrizacdo. Tais limitacbes podem ser melhoradas
futuramente tanto mantendo a escala de coarse grained quanto aceitando um
maior detalhamento na descrigcdo da molécula de estudo. As maiores limitacdes

do campo de forca MARTINI s&o:

Resolucdo do modelo coarse grained: Essas limitacdes de resolucéo
guimica e espacial séo claramente observadas pela resolugdo do modelo do
MARTINI (mapeamento 4 a 1). Por exemplo, 0 mapeamento feito para um lipidio
especifico pode ndo ser exclusivo dessa estrutura quimica. Isso também acontece
em estruturas bioldgicas ciclicas, como os esterdéis, onde pequenas mudancgas na
estrutura do anel ou da cadeia podem ter um grande efeito na termodinamica de
filmes ou membranas. Outras moléculas como carboidratos e proteinas, onde a
estereoquimica e pequenas diferencas estruturais sdo importantes no seu
mecanismo, sdo dificeis de representd-las no modelo coarse grained. Ainda
assim, o MARTINI tem sido usado amplamente com boas aproximacdes de

resultados experimentais e atomisticos, mostrando que o MARTINI é

suficientemente acurado para certo tipo de aplicacdes.

Efeito na escalade tempo: O coarse grained envolve a mudanca do perfil
de energia que faz ele mais suave quando comparado com o perfil real pela
reducdo dos graus de liberdade. Como consequéncia, ocorre um aumento da
energia cinética do sistema. Embora o aumento da velocidade das particulas seja
uma das grandes vantagens do modelo coarse grained, esse aumento nao é
facilmente previsivel e pode ndo ser a mesma para todos os graus de liberdade.
Atualmente, o MARTINI possui um fator de 4 como a melhor estimativa para

calculos do coeficiente de difusdo lateral. Esse valor conhecido como “semi-
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universal” é obtido de calculos do coeficiente de difusao lateral em simulagbes
atomisticas (Marrink et al., 2007). No entanto, o uso deste fator tem que ser
utilizado com muito cuidado, ja que pode mudar segundo o grupo em estudo (Fritz
et al., 2011). Por outro lado, também tem que ser considerado que esse fator é
baseado na difusdo de moléculas individuais e seu comportamento pode mudar
quando as moléculas estdo em um coletivo. Por exemplo, a viscosidade do modelo
de 4gua padrdo do MARTINI tem sido determinada em um acordo muito proximo
ao valor experimental (Den Otter e Shkulipa, 2007; Fuhrmans et al., 2010). Para
bicamadas lipidicas, a viscosidade de cisalhamento na superficie tem concordado
também com os valores experimentais (Baoukina, Marrink, et al., 2012).

Energia livre, entalpia e entropia: O MARTINI € parametrizado para
reproduzir a variagdo da energia livre com uma diminuicao consideravel dos graus
de liberdade quando comparada com calculos atomisticos. No entanto, a reducéo
dos graus de liberdade afeta a entropia do sistema em estudo. Essa reducéo é
compensada com uma diminui¢do do termo da entalpia no modelo. Contudo, isso
mostra que uma separagdo acurada entre entalpia e entropia ndo pode ser feita

eficazmente.

Célculo das interagfes nado ligadas: Outra limitacdo importante do
MARTINI é o calculo do potencial das interacdes nao ligadas. De maneira estrita,
o uso do potencial de Lennard-Jones ndo é a melhor escolha. A repulsao abrupta
leva a superestruturacdo de fluidos em comparacdo com modelos atomisticos,
como evidenciado, por exemplo, nas funcdes de distribuicdo radial de alcanos
simples (Baron et al., 2006). E por isso que o modelo basico da &gua do MARTINI
congela a temperatura ambiente (ponto de fusdo do modelo padrdo de agua do
MARTINI: 2905 K) (Marrink et al., 2007). Para solucionar isso, 0 MARTINI faz
uso do modelo da 4gua anticongelante que possui um raio maior das interacfes
nao ligadas (Marrink et al., 2007).

Outra propriedade que esté relacionada com o célculo das interagdes ndo
ligadas é a tenséo superficial na interface ar-agua. O valor da tenséo superficial
calculado é de 32 mN m, 56% menor do que o valor experimental, pelo que gera
resultados irreais. Dessa forma, os lipidios ndo sao espalhados homogeneamente
na interface. Em tensBGes superficiais altas, formam-se poros com lipidios

fortemente empacotados (Baoukina, Monticelli, Marrink, et al., 2007).
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3.10.3.
MARTINI e dinamicas de surfactante pulmonar

A dindmica molecular com o campo de forca MARTINI tem sido muito
utilizada para realizar simulacdes de surfactante pulmonar. Por exemplo Duncan
e Larzon tém comparado isotermas de pressdo-area de dindmicas moleculares
feitas com coarse grained e atomistico com resultados experimentais mostrando
uma grande concordancia entre ambas (Duncan e Larson, 2008). Resultados
similares séo obtidos por Baoukina et al quando um sistema de 8192 moléculas
de DPPC é utilizado. A isoterma representa bem as fases de Le e Lc (Baoukina,
Monticelli, Marrink, et al., 2007). O fenbmeno do colapso também tem sido
simulado com muito sucesso. Baoukina et al mostram a conexao entre a
monocamada e uma bicamada na subfase, que € necessdria para o processo de
espalhamento do surfactante pulmonar (Baoukina, Monticelli, Amrein, et al., 2007).
Em uma mistura de apenas DPPC e POPG com uma compressado constante,
Baoukina et al mostram o colapso do filme depois de 4 ps de simulagéo (Baoukina
et al., 2008). Em um sistema mais complexo, este mesmo grupo de pesquisa
realiza uma das simulacdes mais longas (25 us) e de maior dimenséo (80x80 nm?)
feitas para surfactante pulmonar com uma mistura de trés fosfolipidios (DPPC,
POPG e DOPC) com colesterol. Eles concluem que o domino da fase de Lo ajuda
a monocamada a se desdobrar espontaneamente induzido pelo colesterol,
permitindo a conexao entre a monocamada e uma bicamada rica em fosfolipidios
insaturados (Baoukina et al., 2014). Outro fendmeno também estudado com
coarse grained é a coexisténcia de fases. Com esse tipo de dinamica molecular é
possivel simular com sistemas maiores e escalas maiores de tempo que ndo séo
possiveis atingir com dindmicas atomisticas (Duncan et al., 2011; Baoukina,
Mendez-Villuendas, et al., 2012).

Barnoud et al simularam o colapso de um filme de DPPC e DOPC na
presenca de nanoparticulas de carbono (Barnoud et al., 2015), Nisoh et al
simularam um sistema semelhante, apenas mudando para um filme de DPPC puro
mas obteve resultados similares (Nisoh et al., 2015). Chiu et al também fez
simulacdes de nanoparticulas de carbono em uma monocamada de DPPC puro.
Ele fez calculos da variagdo da energia livre em bicamadas e concluiu que as
nanoparticulas tem uma menor variagdo da energia livre na bicamada do que na
monocamada (Chiu et al., 2012). Além das simulacdes da adsorcao de fulerenos
e de grafeno em monocamadas, simulagfes destas foram realizadas para testa-

las como um possivel carreador de farmacos e avaliar sua toxicidade no pulméo,
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concluindo que sua hidrofobicidade e sua orientacdo podem ser determinantes
para atravessar a barreira pulmonar (Yue et al., 2015). Por outro lado, Lin et al
simularam nanoparticulas esféricas de diferentes didmetros e hidrofobicidade,
mostrando que as nano particulas hidrofilicas de didmetro menor poderiam ser

uma boa escolha para transportar farmacos (Lin et al., 2014).

3.11.
Algoritmos na dinamica molecular.

Para conhecer a trajetoria de um conjunto de moléculas pela dindmica
molecular, a eq. (5) deve ser resolvida. A resolugdo analitica desta equagéo leva
a complicacfes e por isso que ela é resolvida por métodos numéricos. A grande
maioria dos algoritmos utilizam integradores numéricos derivados da série de

Taylor. Os métodos numeéricos utilizados séo descritos resumidamente a seguir:

3.11.1.
Algoritmo de minimizacéo de energia

A minimizacdo de energia é uma etapa obrigatéria para trabalhar com
dindmica molecular. A principal tarefa deste algoritmo € encontrar a conformacao
mais préxima do sistema inicial com a energia local mais baixa, e desta maneira,
evitar que o sistema colapse em etapas posteriores de simulagdo. Existem varios
algoritmos que ajudam a realizar esta tarefa e a escolha vai depender da
convergéncia. Algoritmos como steepest descent, gradiente conjugado e L-BFGS
séo os mais utilizados. (Leach, A. R. 2001). Nesta dissertacao o algoritmo steepest

descent sera descrito pois foi o Unico utilizado.

Algoritmo steepest descent: este algoritmo ndo é dos mais acurados,
mas é 0 mais simples e robusto de utilizar. O vetor r é definido como o vetor das
3N coordenadas:

n

T =r,+——h
n+1 n max(anl) n

(15),

onde h, é o deslocamento maximo e F, é a forca. A notacdo max(|F,|) é o
maximo valor da forca.
O algoritmo € interrompido quando é alcancado um numero especifico de

avaliacdes ou quando é atingido um valor de energia especificado.
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3.11.2.
Algoritmo de Verlet

O algoritmo de Verlet (Verlet, 1967) é considerado um dos mais simples e
robustos algoritmos para resolver numericamente a equagéo de movimento. Esse
algoritmo utiliza a posi¢éo e aceleracdo em um tempo t e a posicdo em um tempo

t-At para calcular a posicdo em um tempo t+At:

r(t + At) = 2r(t) — r(t — At) + %Atz (16).

Como pode-se observar na eq. (16), o algoritmo precisa de dois tempos
anteriores para poder calcular o seguinte passo. Isso ho comec¢o pode ser um
problema pelas condi¢des iniciais. Se as interagbes sao iniciadas no passo n=1,
o tempo t seria igual a t; que por sua vez seria igual a At. Por isso, a posi¢ao r;
ndo pode ser determinada pelo algoritmo de Verlet. Entdo, utiliza-se a série de
Taylor:

1
T = To+voAt + anAtz + e (17).

Este calculo é aproximado, no entanto é considerado como uma boa
aproximacao e seu erro é desprezivel quando comparado com o erro total de
muitos passos. A partir de aqui, o calculo da posi¢cdo com n=2 é feito pelo algoritmo
de Verlet.

A velocidade é calculada pela diferenga de posi¢des entre os tempos t-At e

t+At divido pelo intervalo de tempo transcorrido, 2At:

_r(t+A) —7r(t - At
B 2At

v(t) (18).

Esses valores sdo menos acurados, mas S0 necessarios para calcular
energia cinética e, portanto, temperatura e pressao.

A grande vantagem deste algoritmo é sua rapidez pela omissao de varios
termos da série de Taylor. A grande desvantagem é o cdlculo implicito da

velocidade, pois produz célculos aproximados da energia cinética do sistema.
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3.11.3.
Algoritmo Leap-Frog

O algoritmo de leap-frog (Hockney et al., 1974) utiliza a posi¢do r num tempo
t e uma velocidade v num tempo t-(1/2)At. Neste algoritmo, a velocidade é
calculada primeiro em um tempo t+(1/2)At, valor utilizado para o célculo da
posicdo de t+At. Pode-se considerar que a velocidade e a posicdo estdo se

alternando simulando o salto de uma ra (por isso o nome do algoritmo):

v(t+%At) =v(t—%At)+%F(t) (19),
r(t+ At) =r(t) + Atv(t + %At) (20).

De forma similar ao algoritmo de Verlet, o célculo da velocidade em um
tempo inicial ndo pode ser calculado diretamente do algoritmo e novamente tem
gue ser usado o polinémio de Taylor para o célculo da velocidade.

A principal vantagem desse algoritmo € o célculo explicito da velocidade.
Entretanto, o fato da velocidade e a posicdo ndo serem calculadas no mesmo
tempo é uma desvantagem. Ainda assim, o algoritmo leap-frog tem demostrado
ser o mais adequado para dindmica molecular classica por ser simples, eficiente

e ter um erro razoavel.

3.11.4.
Algoritmo Leap-frog para dinamica estocastica

Este tipo de dindmica acrescenta um termo de fricgdo e de ruido a equacao

de Newton, o que permite descrever o0 movimento browniano das particulas:
dzri
Mg

dr;
= —miwid—tl+Fl-(r) +1n(t) (21),

onde w; € uma constante de friccdo e n(t) é o fator de ruido . Quando 1/wl. e

grande comparado com a escala de tempo no sistema a dindmica estocastica
pode ser considerada como uma dindmica molecular com um acoplamento de
temperatura estocastico. Quando a dindmica estocastica é utilizada como um
termostato acoplado um valor apropriado da constante de friccdo é de 0,5 ps?, ja
gue ele gera uma fricgdo mais baixa que a fric¢cdo interna da agua. Este algoritmo

tem uma precisdo equivalente ao algoritmo leap-frog de dindmica molecular.
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3.12.
Condicdes periodicas de contorno

A maneira mais préatica que se tem encontrado para minimizar o efeito de
borda para sistemas de dimensdes finitas € aplicar condi¢cdes periddicas de
contorno. Um sistema € rodeado por réplicas idénticas. Este artificio ajuda a
eliminar os problemas de bordas que podem gerar conclusbes erradas dos

sistemas.

3.13.
Ensembles

Denomina-se ensemble estatistico um conjunto hipotético de sistemas que
apresentam carateristicas similares permitindo realizar analises estatisticas deste
conjunto de sistemas como um todo. Um ensemble termodindmico é um tipo
especifico de ensemble estatistico, que € utilizado para derivar propriedades
termodindmicas de um sistema através das leis da mecanica quéantica ou classica.
A temperatura utilizada para derivar propriedades termodinadmicas é a temperatura
absoluta na escala kelvin. Em seguida, os diferentes ensembles termodinamicos

sdo descritos:

Ensemble NVT: Este ensemble é conhecido comumente como ensemble
canbnico onde o nimero de particulas N, o volume V e a temperatura T sdo
mantidos constantes.

Ensemble NVE: Este ensemble é conhecido como ensemble microcanénico
onde o numero de particulas N, o volume V e a energia E sdo mantidos
constantes.

Ensemble NPT: Este ensemble é conhecido como ensemble isotérmico-
isobarico onde o numero de particulas N, a pressdo P e a temperatura T sédo
mantidos constantes.

Ensemble NyT: Neste ensemble o nimero de particulas N, a tenséo

superficial y e a temperatura T sdo mantidos constantes.

A escolha do tipo de ensemble vai depender das perguntas que se querem
responder. Nesta dissertacao trés tipos de ensembles foram utilizados: NVT, NPT
e NyT.
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3.14.
Termostatos

Para manter controlada a temperatura dos diferentes tipos de ensembles,
com a excecdo do NVE, a dinamica molecular faz uso de termostatos. Atualmente,
tem-se disponiveis Varios tipos de acoplamentos fracos de temperatura como
Berendsen (Berendsen et al., 1984), Andersen (Andersen, 1980), Nosé-Hoover
(Nose, 1984; Hoover, 1985) e reescalonamento da velocidade (do inglés velocity-
rescaling) (Bussi et al., 2007). Cada um deles tem suas vantagens e
desvantagens, que séo descritas a seguir.

3.14.1.
Termostato Berendsen

O termostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984) imita um banho de calor
externo com uma temperatura de referéncia To com acoplamento fraco de
temperatura e uma cinética de primer ordem. Este algoritmo corrige o desvio da

temperatura do sistema de To de acordo com a seguinte equacao:
dT T, —T(t)
dt T

onde a mudanca da temperatura em relagéo ao tempo é diretamente proporcional

(22),

ao desvio da temperatura de referéncia To € uma temperatura em um tempo T(t),
e inversamente proporcional a uma constante de tempo t que faz com que o
desvio da temperatura diminua exponencialmente com a constante de tempo 7. A

constante de tempo 7 é dada por:
r= 21\2—; (23),
onde C, é a capacidade calorifica total do sistema, T € a constante de tempo da
temperatura, k € a constante de Boltzmann, N;r € o nimero de graus de liberdade.
Uma das vantagens desta abordagem €é que a forca do acoplamento pode
ser variada e adaptada as necessidades do usuario. A velocidade da correcéo da
temperatura neste termostato € baixa e isso pode ser considerado uma
desvantagem. Também, este termostato suprime as flutua¢des da energia cinética

pelo que ndo pode ser utilizado para gerar um ensemble candnico adequado.
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3.14.2.
Termostato de reescalonamento da velocidade

O termostato de reescalonamento da velocidade (Bussi et al., 2007) é
essencialmente um termostato de Berendsen com um termo estocéstico adicional
que assegura a correta distribuicdo da energia cinética:

= -2 (M)
T Ndf (Tr)l/z

T
onde K € a energia cinética, Ny corresponde ao nimero de graus de liberdade e

(24),

dW é o processo de Wiener. Este termostato reproduz corretamente o ensemble
canbnico. Além disso, conserva a vantagem do termostato de Berendsen de ter
uma diminuicdo de primeira ordem do desvio da temperatura e ndo tem

oscilagdes.

3.15.
Barostatos

A pressao precisa também ser controlada para manté-la constante ao longo
da simulagdo. No entanto, a pressdo apresenta maiores flutuagcbes para um
ensemble NPT. Os barostatos mais conhecidos sao Berendsen (Berendsen et al.,
1984) e Parrinello-Rahman (Parrinello e Rahman, 1981). A presséo é calculada
do tensor de pressédo. O tensor de pressao € computado da diferenca entre a

energia cinética e o tensor virial

3.15.1.
Barostato de Berendsen

O barostato do Berendsen faz um reescalonamento das coordenadas e dos
vetores de uma caixa a cada n passos com um coeficiente de escalonamento u .
Este barostato tem 0 mesmo efeito da relaxagéo de primeira ordem da energia
cinética:

2—1; = P()_Tip(t) (25),
14
onde P, representa a pressdo de referéncia, P(t) € a pressdo numtempote 7, &

a constante de tempo do barostato.
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O coeficiente de escalonamento € dado por:

n

_ pcAt
Uiy =1- 3, B{P, — P(t)} (26),

onde B corresponde a compressibilidade isotérmica para a 4gua a pressao de 1
atm e temperatura de 300 K; 4,6 x101° Pa! ou 4,6 x10° bar!. Muitos outros
liquidos tém valores similares. n,c € 0 nUmero de graus de liberdade, o resto das

constantes sdo as mesmas descritas na eq. (25).

3.15.2.
Barostato de Parrinello-Rahman

Nos casos onde as flutuagdes em presséo e volume sdo importantes (EX.:
sistemas pequenos), um barostato como o Berendsen ndo descreve bem o
ensemble isotérmico-isobarico, entdo um barostato mais rigoroso como Parrinello-
Rahman pode ser necessario. O barostato de Parrinello-Rahman é descrito pela
equacao:

2
dt?
onde Vol é o volume da caixa, os vetores da caixa sdo representados pela matriz

= VolW b (P — P,,s) (27),

b, as matrizes P e P, S@0 as pressdes em um dado tempo t e em um tempo de
referéncia, respectivamente. W1 é a matriz inversa dos parametros de massa
gue determina a forga do acoplamento e a deformacédo de uma caixa a qual pode
ser definida como:

47'[23,:]'

W™y =3y

(28),

novamente, f3;; representa a compressibilidade isotérmica (i e j sdo coordenadas),
T, € a constante de tempo do barostato e L € o maior comprimento da caixa.

A constante de tempo do barostato de Parrinello-Rahman ndo é a mesma
gue do Berendsen. Na maioria dos casos, é necessaria uma constante de tempo
de 4 a 5 vezes maior do que no barostato do Berendsen. Se a pressao do sistema
estiver muito longe do equilibrio, este barostato pode produzir oscilagbes muito
grandes e fazer o sistema colapsar. Para resolver este problema, pode-se
aumentar a constante de tempo do barostato ou utilizar um barostato de
acoplamento menos rigoroso para equilibrar a pressdo em etapas prévias da

simulacéo.
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3.15.3.
Acoplamento de tenséao superficial

Este tipo de acoplamento € muito Util para sistemas com interfaces onde a
tenséo superficial e a componente de presséo podem ser acopladas a um banho
de pressao.

A tensdo superficial média pode ser calculada da diferenca entre as
pressdes normal e lateral do sistema. Considerando uma interface paralela ao
plano xy e a componente de pressédo ao longo do eixo z, a tensdo superficial é
definida como:

L
y(@® = {Pzz(t) - (29),

bz Pxx(t) + Pyy(t)
n

2
ondeL, € a altura da caixa e n € o numero de superficies. A pressao no eixo z é
corregida pelo escalonamento da altura da caixa com o parametro u,, definido

como:

Uzz = 1+ B,,AP, (30),

At
AP, = T_{POZZ - Pzz(t)} (31),
14

Este fator de correcdo de reescalonamento € similar ao do barostato de
pressdo de Berendsen, eqg. (24), exceto pelo fator de 1/3. O fator é utilizado para
obter a correta convergéncia da tensao superficial quando comparada com o valor
de referéncia y,. O valor de compressibilidade £,, tem um peso maior neste
acoplamento quando comparado com um barostato simples ja que ele esta
diretamente relacionado com a convergéncia da tenséo superficial. Quando S,, é
fixado a zero (caso de uma altura constante da caixa), AP,, também fica fixo em

zero o qual é necessario para obter a correta tensao superficial.
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3.16.
Calculo de energia livre

Existem varios métodos para o célculo da diferenca de energia livre. Neste
trabalho, dois deles serdo discutidos: o método de integracdo termodindmica e o
método de umbrella sampling.

3.16.1.
Método de integracdo termodinamica

O método calcula a diferenca de energia livre entre dois estados A e B que
sdo acoplados a um parametro lambda A. Para compreender melhor, o
Hamiltoniano classico é definido em funcao deste parametro de acoplamento que
conecta os dois estados H(Aa) = Ha € H(As) = Hs. Como o Hamiltoniano é definido
em termos de A, a energia livre € também funcéo de A. Portanto, a energia livre

entre A e B pode ser calculada pela seguinte integrat;éo:

AGpy = G(Ag) —G(Ay) =

aG (A 0H (A
j CA i j(H( )y, di (32).

Aa

Para valores discretos de A, esta integral € substituida por um somatério
(Mezei, 1987):

AH (X)

1
AG =
( oA

A=0

)2 (33).

O termo entre colchetes angulares representa a média do ensemble da
derivada do Hamiltoniano com respeito ao pardmetro de acoplamento tomado a
um valor A. Os valores de A=0 para o estado inicial e A=1 para o estado final sdo
escolhidos por pura simplicidade, e qualquer outra parametrizacdo tem igual
validade dado que a diferenca de energia livre € uma fungéo de estado.

No célculo da diferenca de energia livre do método da integracdo
termodin@mica particulas estdo aparecendo e desaparecendo do nada, pelo que
a aproximacao descrita para o potencial de van der Waals e Coulomb pode ter
uma pobre convergéncia. Quando particulas estdo perto de desparecer ou
aparecer (valores de A de O e 1 respectivamente) as energias de interagdo chegam
a ser suficientemente fracas para permitir que as particulas fiquem perto umas das
outras. Um gréo flutuacdo nas medidas do potencial ndo ligando com respeito a

constante de acoplamento € produzido.
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O pseudopotencial é usado para evitar flutuacdes no potencial quando as
interagbes nao ligadas entre o soluto e o solvente séo levadas a zero. O
pseudopotencial (Beutler et al., 1994) é expresso pela seguinte equacao:

Vee(1j) = @ = DVA(rS) + AVE(rf (34),

onde V4

(/1) e V(r}) s&o os potenciais normais descritos para as interagdes n&o
ligadas, van der Waals e eletrostatica, no estado A(A=0) e no estado B(A=1),

respectivamente. A distancia r;; € dada pelas seguintes equagoes:

T = (05(‘75;!)6)L +r)Ye (35),

8 = (@(af) - D) + e (36),

onde a é o parametro do pseudopotencial o qual essencialmente controla a altura

do potencial, e g é o raio das interagdes das particulas.

3.16.2.
Umbrella sampling

A energia livre também pode ser obtida através do calculo do potencial de
forca média pelo método de umbrella sampling. Esse potencial é obtido pela
integracdo da forca média da configuragdo de um ensemble ao longo de uma
coordenada de reacdo w. O célculo do potencial de forga média obtido diretamente
de uma dindmica molecular pode ser impreciso devido & presenca de grandes
barreiras de energia ao longo da coordenada de reacdo . Para obter um valor
acurado de energia livre, o potencial de forca média do sistema precisa passar por
um processo adequado de amostragem em todas as posi¢cbes ao longo da
coordenada de reacgédo y, garantindo que as posicbes menos favoraveis (de alta
energia) e as posicbes mais favoraveis (de menor energias) sejam
adequadamente amostradas (Roux, 1995). Uma abordagem muito utilizada para
evitar estas dificuldades é o método de umbrella sampling (Torrie e Valleau, 1974).

Nessa metodologia, 0 sistema microscopico de interesse é simulado na
presenca de uma janela de potencial de tendéncia artificial para melhorar a
amostragem na vizinhanga escolhida. Para conseguir isto, utiliza-se um potencial
de tendéncia para limitar as variagdes na coordenada de rea¢do @ em pequenos
intervalos ao redor de um valor pré-estabelecido. Uma forma simples de produzir
um ensemble de tendéncia é através de uma funcdo harménica centrada em

sucessivos valores de i
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W) =k (p —)? (37).

Entdo, o potencial de tendéncia pode ser representado da seguinte maneira:

Vb(rij) = V(TU) + W(T'U) ( 38)

Para obter o potencial de forca média de uma coordenada de reacdo de
interesse, € necessario realizar um determinado nimero de janelas de simulacfes
de tendéncia j4 que uma simulacéo pode estimar o potencial de forca média com
suficiente precisdo apenas numa pequena regido. Finalmente, os resultados de
varias janelas sdo recombinados para obter um valor final estimado de potencial.
A recombinacao das janelas pode ser feita pelo método de andlise do histograma
ponderado (do inglés Weighted Histogram Analysis Method, WHAM) (Kumar et
al., 1992).

O método de andlise do histograma ponderado € uma extensdo do
histograma multiplo do Ferrenberg e Swendsen que foi aplicado pela primeira vez
em biomoléculas (Ferrenberg e Swendsen, 1988). Como ja foi descrito
anteriormente, esse método € utilizado como uma extensdo do método de
umbrella sampling para o célculo do potencial de for¢ca média.

Esse método analisa eficientemente a tendéncia das fungdes de distribui¢cdo
de probabilidade, tirando a maior quantidade de informac&o possivel. Proporciona
uma estimativa dos erros estatisticos em cada janela amostrada, gerando a
localizacdo exata de onde mais amostragem pode ser necessaria. O objetivo &
obter a melhor estimativa da funcéo de distribuicdo do sistema considerando todas

as simulacdes e minimizando o erro estatistico.

3.17.
GROMACS

O software GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulatios) do
Departamento de Biofisica e Quimica da universidade de Groningen na Holanda
€ um pacote computacional desenvolvido para realizar dindmica molecular de um
conjunto de particulas. Originalmente, este pacote foi desenvolvido para sistemas
biol6gicos principalmente para moléculas como proteinas, lipidios e acidos
nucleicos. Atualmente, também esta sendo utilizado por outros campos de

pesquisa devido a viabilidade e rapidez de seu cédigo.
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Desde sua primeira versdo de 1991, o grupo de desenvolvimento do
GROMACS tem desenvolvido uma série de versdes para torna-lo cada vez mais
adequado as exigéncias da pesquisa e dos avancos da ciéncia da computacao.
Até o dia de hoje 0 GROMACS continua sendo um programa nao pago distribuido
e modificado sob licenga GNU-LGPL, mantido por uma comunidade de centros de
pesquisa ao redor do mundo. Sua Ultima versao estavel € a 5.1.4 publicada o 8 de
setembro de 2016. Nesta dissertacdo, todas as dinamicas moleculares e
minimizagdes de energias foram realizadas utilizando a verséo 5.0.6.

O GROMACS suporta a maioria dos algoritmos matematicos atualmente
utilizados na area de dindmica molecular e pode ser rodado tanto em uma unidade
de processamento central como em uma unidade de processamento gréfico.
Ainda que 0o GROMACS né&o tem um campo de forga préprio ele € compativel com
0os campos de forca mais populares em dindmica molecular como: MARTINI
(Marrink et al., 2007), AMBER (Cornell et al., 1996), GROMOS (Oostenbrink et al.,
2004) e OPLS (Jorgensen et al., 1996).
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4.1.
Resumo da metodologia

Neste trabalho o modelo coarse grained com o campo de forca MARTINI
(Marrink et al., 2007) foi utilizado para simular as interacdes das moléculas de
prednisolona com um modelo de surfactante pulmonar. O pacote computacional
GROMACS versao 5.0.6 (Abraham et al.,, 2015) foi utilizado. O modelo de
surfactante pulmonar foi construido com moléculas de DPPC e POPC em uma
razdo DPPC/POPC de 7:3. Trés tens6es do mecanismo respiratério foram
simuladas: 0, 10 e 20 mN m™* e cada uma delas com trés diferentes fracdes em
massa: 0,1; 1 e 10 %. Primeiramente, com o intuito de calcular o coeficiente de
particdo octanol/dgua, foram realizados célculos de energia livre de transferéncia
da prednisolona da &agua para octanol utilizando o método de integracdo
termodindmica e o método de umbrella sampling. Finalmente, foram realizadas
vérias simulagbes de dindmica molecular para investigar a area por lipidio, a
organizagdo da monocamada, a localizacdo e orientacdo das moléculas de
prednisolona na monocamada, a formacao de fases, a formacéo de aglomerados
de prednisolona e o espalhamento da prednisolona. O programa grafico VMD foi

utilizado para visualizar todas as imagens (Humphrey et al., 1996).
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4.2.
Condicdes gerais

Todas as energias dos sistemas foram minimizadas até 100 kJ mol”’
utilizando o método de steepest descent para eliminar qualquer sobreposi¢ao de
moléculas que possa ter ocorrido durante a preparagao dos sistemas. O passo
temporal de todas as simulacgdes foi de 20 fs.

Um raio de corte de 1,2 nm foi aplicado para todas as interagdes n&o ligadas
de van der Waals e eletrostaticas. O potencial de Lennard-Jones foi deslocado
suavemente a zero de 0,9 a 1,2 nm para reduzir o ruido do raio de corte. O
potencial de Coulomb foi deslocado suavemente a zero de 0 a 1,2 nm. A constante
dielétrica foi 15. Esses valores sdo os valores padrbes para o campo de forga
MARTINI. A lista de vizinhanga para as intera¢cdes nao ligadas foi atualizada a

cada 10 passos com um raio de 1,2 nm (Marrink et al., 2007).

4.3.
Parametrizacao

Os modelos de DPPC, POPC, agua e octanol para coarse grained foram
obtidos do sitio web do MARTINI (http://md.chem.rug.nl/index.php/force-field-

parameters). Os parametros séo padrdes para este campo de for¢a. Os sitios de
cada molécula sdo apresentados no quadro 1. No entanto, o0 modelo da
prednisolona foi gerado a partir do modelo do colesterol (Marrink et al., 2008),
mudando os sitios especificados no quadro 2. Os valores do comprimento de
ligagc&o, deslocamento angular e &ngulo diedro proprio e improprio foram mantidos
iguais ao do colesterol. Uma relacdo entre as estruturas atomisticas e coarse
grained de todas as estruturas utilizadas nesta dissertacao é mostrada no quadro
3.


http://md.chem.rug.nl/index.php/force-field-parameters
http://md.chem.rug.nl/index.php/force-field-parameters
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DPPC POPC Octanol Agua
Grupo " " ” -
Sitio ID | Sitio ID | Sitio | ID | Sitio | ID
1 Q0 [ NC3| Q0O |[NC3| P1L |PC| P4 | W
2 Qa |PO4 | Qa |PO4| C1 C
3 Na | GL1 | Na | GL1
4 Na | GL2 | Na | GL2
5 Cl |[ClIA| C1 |C1A
6 Cl |C2A| C3 | D2A
7 Cl |[C3A| C1 |C3A
8 Cl |C4A | C1 | C4A
9 Cl |[ClB| C1 |C1B
10 Cl |[C2B| Cl1 |CzB
11 Cl |[C3B| C1 |C3B
12 Cl |C4B | C1 | C4B

Quadro 1 - Representacdo dos sitios que formam as estruturas coarse grained do DPPC,
POPC, octanol e agua.

Grupo | Colesterol repr?a;léelct)ado ID | Prednisolona repr?arslcja?q(t)ado ID
1 SP1 Alcool ciclico | ROH SNa Cetona ciclica | RO1
2 Sc1 Cicloalcano R1 SC4 Ciclodieno R1
3 SC3 Cicloalqueno R2 SC1 Cicloalcano R2
4 Ssc1 Cicloalcano R3 SNda Alcool ciclico | ROH
5 SC1 Cicloalcano R4 SNda Alcool ciclico | ROH1
6 SC1 Cicloalcano R5 sc1 Cicloalcano R3
7 SC1 Cicloalcano C1 SNa Cetona ciclica | RO3
8 C1 Alcano Cc2 P2 Alcool alifatico | ROH2

Quadro 2 - Representacdo dos sitios que formam as estruturas coarse grained do
colesterol e da prednisolona.
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Nome

Estrutura quimica

Representacao

coarse grained

DPPC

__@Poa
NC3 U’*

GL1 g GL2
ciA @ |
O ciB
coA O

O c2B
C3A O

&

caa® O
€ c4B

C3B

POPC

) NC3

PO4

GL1

GL2
C1A

D2A Ci1B

C2B

C3A
C3B

C4A C4B

Octanol

*— ¢

Agua
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Prednisolona

Colesterol

ROH
'O RL
/
R2 .
R3
Re C1 Rs
c1
c2

Quadro 3 - Estruturas quimicas e representacdes coarse grained do DPPC, POPC,

octanol, agua, prednisolona e colesterol.
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4.4,
Calculos de energia livre

4.4.1.
Integracao termodinamica

Com ajuda dos programas gmx solvate € gmx insert-molecules e
utilizando um raio de 0.21 nm para as moléculas da agua (valor recomendado para
coarse grained), dois sistemas foram preparados em uma caixa cubica de 5,1 nm

em condigdes perioddicas de contorno para evitar o efeito de borda:

a) 1 molécula de prednisolona com 918 moléculas de agua (ilustracéo
3).

b) 1 molécula de prednisolona com 600 moléculas de octanol e 153
moléculas de agua para ter uma fragdo molar de agua de 0,255
recomendada pela literatura (Debolt e Kollman, 1995; Maccallum e
Tieleman, 2002; Sassi et al., 2004) (ilustracao 4).
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llustracdo 3 - Modelo coarse grained da prednisolona (roxo) solvatada com agua (cinza)
em uma caixa de 5,1 nm x 5,1 nm x 5,1 nm.
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llustracdo 4 - Modelo coarse grained da prednisolona (roxo) solvatada com uma mistura
de octanol-dgua em uma caixa de 5,1 nm x 5,1 nm x 5,1 nm. O octanol esté representado
por as bolas verdes e azuis e a 4gua esté representada em cinza.

Ambos sistemas foram equilibrados primeiro com um ensemble NVT
durante 5 ns. A temperatura foi controlada pelo algoritmo de integragéo dindmica
estocastica (Van Gunsteren e Berendsen, 1988) a 298 K e uma constante de
tempo de 1 ps. Também foi realizada uma equilibragédo de 10 ns com ensemble
NPT utilizando o barostato Berendsen (Berendsen et al., 1984) com um
acoplamento fraco de presséo a 1 bar com uma constante de tempo de 3 ps.

A equagdo de movimento de Newton foi resolvida pelo algoritmo de
integracado dindmica estocastica leap-frog (Van Gunsteren e Berendsen, 1988).
Este algoritmo controla a temperatura a 298 K com 1 ps de tempo de acoplamento.
A pressao foi acoplada com o barostato do Parrinello-Rahman (Parrinello e
Rahman, 1981) com um tempo de acoplamento de 12 ps.

A energia livre da transferéncia da prednisolona da fase agua para a fase
octanol foi calculada utilizando a metodologia da integragdo termodinamica na
qual uma molécula de prednisolona é desacoplada gradualmente de uma caixa
de solvente (agua ou octanol). O tempo de desacoplamento foi de 100 ns. Para
ambos sistemas, a prednisolona foi desacoplada tanto das interagbes de van der
Waals como das interagdes eletrostaticas. 20 simulagdes entre 0 e 1 (cada A=0,05)
para cada solvente foram realizadas, dando um tempo total de 2 us para cada

solvente.
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4.4.2.
Umbrella sampling

A prednisolona foi colocada na fase aquosa em um sistema de duas fases,
agua-octanol, com 2938 moléculas de agua e 765 moléculas de octanol em uma
caixa de 5 nm x 5 nm x 24 nm em condig¢des periédicas de contorno (ilustragéo 5).

Todas os calculos de energia com o método de umbrella sampling foram
realizados utilizando o algoritmo leap-frog para resolver a equagao de movimento
de Newton. Uma etapa de equilibracdo de 10 ns em um ensemble NPT a 298 K
utilizando o termostato de escalonamento da velocidade (Bussi et al., 2007), com
uma constante de tempo de 1 ps e o barostato de pressao de Berendsen
(Berendsen et al., 1984) a 1 bar com uma constante de acoplamento de 3 ps.
Nessa etapa de equilibracdo foi utilizada a restricao de posi¢cao para permitir a
solvatacao da prednisolona no centro da fase agua.

A prednisolona foi induzida passar espontaneamente do solvente polar
(dgua) ao solvente apolar (octanol) durante 100 ns de simulagao, utilizando o
mesmo acoplamento de temperatura da equilibracdo. Nesse caso, o barostato
utilizado foi o Parrinello-Rahman (Parrinello e Rahman, 1981) a 1 bar com um
tempo de acoplamento de 12 ps. A molécula foi deslocada por 9 nm ao longo da

dimensé&o mais longa da caixa (ilustragcéo 6).

llustracdo 5 — Prednisolona na fase dgua de um sistema bifasico agua/octanol em uma
caixade 5 x5 x 24 nm.

llustrag&o 6 - Prednisolona na fase octanol de um sistema bifasico 4gua/octanol em uma
caixa de 5 x 5 x 24 nm.

Foram selecionadas diferentes janelas a cada 0.2 nm, aproximadamente,

ao longo da dimensao mais longa da caixa como funcao do centro de massa da
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prednisolona e do octanol. As janelas selecionadas foram colocadas para rodar
uma etapa de equilibragdo, e em seguida, uma dindmica molecular de 100 ns.

A constante de forga foi variada entre 100 e 1000 kJ mol' nm™. Esta etapa de
equilibragéo foi feita com os mesmos parametros da primeira equilibragcdo. As
simulacdes de amostragem foram realizadas em um ensemble NPT. Os solventes
e a prednisolona foram acoplados separadamente com um termostato de
escalonamento da velocidade (Bussi et al., 2007) a 298 K com constante de tempo
de 1 ps. A presséao foi mantida com o barostato de Parrinello-Rahman (Parrinello
e Rahman, 1981) a 1 bar com uma constante de tempo de 12 ps. Foram realizadas
28 simulacdes com um tempo de 100 ns e um deslocamento aproximado de 0.2
nm para cada uma delas. Gerando um total de 2,8 us de simulagado. As dindmicas
foram analisadas utilizando o método de analise dos histogramas ponderados
(WHAM) (Kumar et al., 1992).

4.5.
Modelo de surfactante pulmonar e prednisolona

O sistema consiste em uma caixa de agua colocada no vacuo com 6 nm de
comprimento no eixo z com aproximadamente 14000 moléculas de agua do
modelo coarse grained. Duas monocamadas de lipidios simétricas paralelas ao
plano xy nas interfaces agua-vacuo foram colocadas dentro de uma caixa de
tamanho 17,3 nm x 17,3 nm x 50,0 nm. A monocamada simétrica consiste de 358
moléculas do DPPC e 154 moléculas de POPC colocadas aleatoriamente,
perfazendo um total de 512 moléculas de lipidios em cada monocamada. As
monocamadas de fosfolipidios foram criadas com ajuda do script INSANE
(Wassenaar et al., 2015), disponivel no sitio web do Martini e rearranjadas com
ajuda do programa gmx editconf.

Depois da minimizagdo de energia ser feita, foi realizada uma etapa de
equilibragdo com o termostato de escalonamento de velocidade (Bussi et al.,
2007) a 310 K com uma constante de tempo de 1 ps. O algoritmo leap-frog foi
utilizado para resolver a equagdo de movimento de Newton. Dinamicas
moleculares de 2 ps foram realizadas com um ensemble de tenséo superficial
constante utilizando a pressao de 1 bar. As tensdes superficiais de 0, 10 e 20 mN
m™" com uma compressibilidade de 4.5x10° bar' foram simuladas com o barostato
de Berendsen (Berendsen et al., 1984) e um tempo de acoplamento de 3 ps.

O modelo de surfactante pulmonar foi utilizado para rodar mais 2 us de

dindmica molecular com trés fragbes em massa de prednisolona: 0,1, 1 e 10%,
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com as trés diferentes tensdes superficiais. As moléculas de prednisolona foram
colocadas no vacuo de cada sistema para simular a adsor¢ao da prednisolona na
monocamada fosfolipidica (ilustragéo 7). Os parametros da dindmica molecular

foram os mesmos utilizados na dindmica do filme sem o farmaco.

~n.
o

i

llustragao 7 - Monocamada de DPPC (verde) e POPC (amarelo) na interface ar-agua (agua
representada em cinza) com 1% de prednisolona (roxo).
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Resultados e discussao

5.1.
Resumo

Os resultados do trabalho estdo divididos em duas partes. Primeiro, a
validacdo do modelo coarse grained da prednisolona pelo célculo de energia livre
de transferéncia da prednisolona da agua para o octanol através dos métodos de
integracdo termodinamica e umbrella sampling. Segundo, célculo da area por
lipidio, do coeficiente da difusao lateral, do par@metro de ordem, da localizagéo e
orientacdo da prednisolona na monocamada fosfolipidica da separacao de fases,
da formacao de agregados de prednisolona e do espalhamento da prednisolona

na monocamada do modelo de surfactante pulmonar.

5.2.
Calculo de energia livre

O logaritmo do coeficiente de particdo octanol/dgua, logPo/a, é definido como
arazao entre a concentracao de um soluto em dois diferentes solventes imisciveis
como sdo o octanol e a agua. Para a molécula de prednisolona, o célculo do
logaritmo do coeficiente de particdo pode ser obtido de acordo com a seguinte
equacao (Leach, A. R. 2001).

AGtrans

~ 52027 (39),
2,303RT

logPo/a =

onde R é o valor da constante dos gases em kJ mol! K! e T é a temperatura
absoluta em K. AGuans € @ variacdo da energia livre de Gibbs necesséria para
transferir a prednisolona da fase 4gua para a fase octanol. A primeira energia livre
serd chamada de energia livre de hidratacdo e a segunda, de energia livre de
solvatacao.

Para obter maior confiabilidade nos resultados do coeficiente de particéo,
foram acrescentados 10% aos desvios padrées de cada célculo de energia livre

ja que a reprodutibilidade deste célculo encontra-se dentro desta faixa de 10%.
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5.2.1.
Método de integracao termodinamica

Como foi descrito no capitulo da fundamentacédo teérica, o método de
integragéo termodinamica descreve a transferéncia de energia livre entre dois
estados diferentes. Para o calculo do AGyans, 0 ciclo termodindmico da ilustracéo
8 serd utilizado. O ciclo termodindmico faz uso de uma molécula ficticia de
prednisolona que basicamente é uma molécula de prednisolona caraterizada por
nao ter interacbes ndo ligadas com o solvente do meio. O seja, 0 potencial de
Lennard-Jones e coulomb é considerado zero.

Segundo o ciclo termodindmico a energia livre de hidratacdo e solvatagéo
pode ser calculada como:

AGhidrataggo = AG2 + AG4 — AGa,

AGsoIvatagéo = AGz + AG4 - AGg,
onde:

AG:: é a energia livre associada para converter uma molécula de prednisolona no
vacuo em uma molécula de prednisolona ficticia no vacuo.

AGs: é a energia livre associada para converter uma molécula ficticia de
prednisolona no vacuo em uma molécula ficticia de prednisolona em agua (ou em
octanol). Este valor de fato é zero em ambos casos, ja que a molécula ficticia de
prednisolona ndo esta interagindo com nenhum solvente.

AG;: é a energia livre associada para converter uma molécula de prednisolona em
uma molécula ficticia de prednisolona na fase agua.

AGs3: € a energia livre associada para converter uma molécula de prednisolona no
octanol em uma molécula ficticia de prednisolona na fase octanol.

Assim, 0 AGyans €:

AGyrans = AGsovatagao - AGhidratagao = (AG2 — AG1) — (AG2 — AGs) = AGs — AG,
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AG;
AG;

Prednisolona Prednisolona

ficticia na dgua ficticia no vacuo

NG,

octanol

AGs

Prednisolona
ficticia no octanol

AG,

llustracao 8 - Ciclo termodinamico da prednisolona no vacuo, na dgua e no octanol.

O perfil acumulativo de energia livre dos dois solventes utilizados € mostrado

na figura 1. Os resultados da energia livre de hidratacdo e solvatagéo

correspondem a -101+1 e -130+2 kJ mol?, respectivamente. Portanto, a energia

livre de transferéncia sera de -29+3 kJ mol™. Substituindo esse valor na eq. (40)

temos que o logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua é estimado ser

5,1+0,5. O valor experimental do logaritmo do coeficiente de particdo é 1,62

(Hansch e Leo, 1995). Portanto, o valor calculado é superestimado em

aproximadamente 3 vezes ao valor experimental.
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Figura 1 - Perfil acumulativo de energia livre em kJ mol! de hidratacdo (vermelho) e de

solvatacao (preto) da prednisolona a 298 K.
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O mesmo célculo foi realizado com o colesterol (figura 2), que é uma
molécula que possui um campo de forca MARTINI bem estabelecido. Foram
obtidos os seguintes resultados. A energia livre de hidratagdo corresponde a -27+1
kJ mol™. A energia livre de solvatacéo foi estimada em -115+1 kJ mol™. Portanto,
a energia livre de transferéncia foi calculada em -88+2 kJ mol*. Esse valor esta
de acordo com o calculado por outros pesquisadores (87,7+0,3 kJ mol?) (Melo et
al., 2015). Quando este valor é substituido na eq. (40), o logaritmo do coeficiente
de particdo calculado é 15,6+0,3. Um valor previsivel para o logaritmo do
coeficiente de particdo octanol/adgua do colesterol é de 7,02 (Tetko e Bruneau,
2004), o que mostra que o valor calculado com o campo de forca MARTINI

superestima o resultado experimental em aproximadamente 2.
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Figura 2 - Perfil acumulativo de energia livre em kJ mol? de hidratagdo (vermelho) e de
solvatacao (preto) do colesterol a 298 K.

Mesmo os resultados calculados sendo superestimados em relagdo aos
experimentais e previsiveis, esses modelos sédo considerados boas aproximagoes
devido as dificuldades envolvidas no célculo da entropia. Ao contrario da energia
interna que € medida da energia potencial de cada configuragdo do sistema, a
entropia depende do coeficiente de particdo que ndo é calculado por métodos

dindmicos (Meirovitch et al., 2009).
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5.2.2.
Método de umbrella sampling

O método do umbrella sampling é utilizado para o calculo do potencial de
forca média da prednisolona ao passar da fase agua para a fase octanol. O perfil
do potencial de forca média da prednisolona ao longo de um caminho de reacao
w a 298 K é mostrado na figura 3. O histograma calculado pelo método de andlise
do histograma ponderado é mostrado na figura 4.

A constante de forca de 100 kJ mol* nm foi escolhida j& que mostrava a
melhor sobreposicdo das janelas na fase aquosa. Na fase octanol, ndo foram
observadas diferencas significativas entre diferentes constantes de forca. Os
histogramas gerados para uma constante de forca de 100 kJ mol* nm? e uma
temperatura de 298 K sdo mostrados nas figuras 4a e 4b. O histograma 4a mostra
todas as 28 janelas simuladas ao longo do caminho de reacéo. Trés regides sdo
claramente distintas: a regido da fase octanol (de 0 a 4 nm), a da interface octanol-
adgua (de 4 a 6 nm) e a da fase agua (de 6 a 9 nm). A excecéo da interface octanol-
agua, onde a amostragem é pobre, o histograma exibe a sobreposi¢éo de janelas.
As janelas sobrepostas foram removidas da analise para testar a influéncia dessa
sobreposi¢éo de janelas no céalculo do perfil de forga média. Entéo, o perfil de forca
média e o histograma foram calculados novamente. O perfil de energia gerado foi
exatamente igual ao gerado com todas as janelas. Na figura 4b, o histograma é
mostrado apés ser aplicado o método de analise do histograma ponderado com a
janelas selecionadas. Novamente, as trés regides descritas anteriormente séo
mostradas no histograma (figura 4b). Porém, podemos concluir que um
espacamento maior de 0,2 nm pode ser escolhido para o céalculo de perfil de forca
média para moléculas derivadas dos esterois, como € o caso do colesterol e a
prednisolona.

A diferenca de energia livre é calculada pela diferenca entre os dois
patamares da curva do potencial de forca média. Considerando uma média no
primeiro patamar (aproximadamente de 0 a 3,5 nm), o valor da energia livre é de
-2+2 kJ mol?, e no segundo patamar (aproximadamente de 5 a 8 nm), é de -24+7
kJ molt. Com isso, a diferenca de energia livre é calculada em -22+9 kJ mol2.
Substituindo esse valor na eq. (40) temos que o coeficiente de particdo
octanol/agua € estimado ser 3,9+1,6. Fazendo uma relacdo com o valor
experimental o valor calculado é superestimado em aproximadamente 2. O valor
calculado pelo método de umbrella sampling esta mais préximo ao valor

experimental do que o valor calculado pelo método de integragdo termodinamico.
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Pelas inconsisténcias (pobre amostragem e sobreposicdo de janelas)
obtidas no histograma, pode-se dizer que a metodologia de umbrella sampling tem
duas fraquezas no estudo de sistemas bifasicos. Primeiro, a diferenga entres as
forcas de interagdo entre soluto-solvente ndo permite ter uma boa amostragem na
interface, mostrando um buraco nas figuras 4a e 4b. Segundo, a dificuldade de
ajustar uma mesma constante de for¢ca para um soluto na agua e no octanol,
evidenciado pela diferente homogeneidade das janelas em os dois solventes
(figura 4a). Os valores do AGyans € do logPoa S80 mostrados na tabela 1.
Considerando a gréo reducédo dos graus de liberdade dos modelos coarse grained
e os resultados do logaritmo do coeficiente de particdo da prednisolona
concluimos que o modelo proposto para a prednisoloa € uma boa aproximacao

para ser utilizado em dindmica molecular com modelos de surfactante pulmonar.
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Figura 3 - Perfil do potencial de forca média da prednisolona em kJ mol! ao longo do
caminho de reacdo w em nm a 298 K.

Tabela 1 - Comparagéo da energia livre de transferéncia da prednisolona da 4gua para o
octanol (AGrans) € do logaritmo do coeficiente de particdo (logP..) da prednisolona pelo
meétodo de integracao termodinamico, o umbrella sampling e experimental de logPo/a
medidos a uma temperatura de 298 K.

, AGyrans
Método logPosa
(kJ mol?)
Integracdo Termodindmica -29+3 5,1+0,5
Umbrella Sampling -22+9 3,9£1,6

Experimental - 1,62
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Figura 4 — Histogramas de todas as janelas (a) e de janelas selecionadas (b) da
prednisolona ao longo de um eixo de reacdo  em nm a 298 K.
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5.3.
Modelo de surfactante pulmonar e prednisolona

5.3.1L
Area por lipidio

A area por molécula de lipidio em um filme corresponde a area total média
de uma monocamada dividida pelo niamero total de moléculas de lipidios nessa
monocamada. A area por lipidio € um bom indicativo da estabilidade do filme. Além
disso, a area por lipidio explica propriedades dindmicas como transicdes de fases
e estruturais como organizacdo dos modelos de surfactante pulmonar.

Para o célculo da area média, os valores dos vectores dos eixos x e y ao
longo do tempo sado calculados através do programa gmx energy. Logo, o
produto desses valores é dividido pelo nimero total de lipidios em cada camada.
O desvio padrao foi utilizado para medir a quantidade de dispersdo do conjunto
de valores da area por lipidio ao longo do tempo. Para o calculo da area média
por lipidio foi considerado apenas o ultimo microssegundo das dinamicas.

A area por lipidio da mistura fosfolipidica sem prednisolona é mostrada na
figura 5. A &rea nas trés tensdes superficiais é praticamente estavel ao longo dos
dois microssegundos. No modelo do surfactante pulmonar sem o farmaco, a area
por lipidio diminui um 3% ao passar da tenséo superficial 20 para 10 mN m™.
Entretanto, a area por lipidio sofre uma reducéo consideravel, aproximadamente
um 16% quando a tensdo superficial foi reduzida para 0 mN m?. A mesma
tendéncia foi obtida para as fragbes massicas de 0,1 e 1 % (figura 6). Os
resultados da fracdo em massa de 0,1% nas tensdes superficiais 0 e 10 mN m*
nado sdo mostrados na figura 6 ja que apresentam resultados similares para o filme
sem o farmaco (tabela 2). A dindmica de 0,1% para a tenséao superficial de 20 mN
m ndo foi realizada.

A area por lipidio na fracdo de 10% com tenséo superficial de 20 mN m*
aumenta em um 9% com respeito ao valor da area do filme sem prednisolona na
mesma tenséo de superficie. Em uma isoterma de pressédo-area, considerando
uma area constante, implicaria um aumento da pressdo e, portanto, uma
diminui¢do da tens&o superficial que estabilizaria o filme com a prednisolona.

Baoukina, et al. identificam trés fases para um filme de 8192 moléculas de
DPPC puro simulado a 300 K. A fase de liquido condensando (Lc) com uma faixa
de area por lipidio de (46-48) A?, a coexisténcia de fases de liquido expandido e
liquido condensado (Lc -Le) com uma faixa de area por lipidio de (48-56) A? e uma

fase de liquido expandido (L) com uma faixa de area por lipidio de (56-63) A2
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(Baoukina, Monticelli, Marrink, et al., 2007). Comparando com as médias das
areas por lipidios calculadas no modelo de estudo com e sem o farmaco (tabela
2) também séo identificadas as mesmas trés fases. Na tensdo superficial 0 mN m-
1 com uma area de 47,7+0,1 A? lipidio, a monocamada encontra-se na fase de
Lc. Na tenséo superficial de 10 mN m* com uma area média de 55,1+0,3 A2 lipidio-
1 0 modelo de surfactante pulmonar encontra-se na faixa de coexisténcia de fases
de Lc-Le. Na tenséo superficial de 20 mN m™ o modelo de surfactante pulmonar
com e sem o farmaco e uma faixa de (57-62) A? lipidio™ encontra-se na fase de
Le. Esses valores séo concordantes como resultados experimentais relatados por
véarios pesquisadores onde uma faixa de (44-48) A? lipidio* é considerada para a
fase de Lc e (57-81) A? lipidio™ para a fase de Le (Duncan e Larson, 2008).

60

Area (A2/ lipidio)
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0.0 0.5 1.0 15 2.0
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Figura 5 - Area por lipidio em A2 do modelo de surfactante pulmonar em diferentes tensdes
superficiais, 0 (vermelho), 10 (preto) e 20 (azul) MmN m-! durante 2 ps de simulacédo a 310
K.
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Figura 6 - Area por lipidio em A2 com uma fragdo em massa de 1% de prednisolona nas
tensdes de 0 (vermelho), 10 (preto) e 20 (azul) mN m e na fragdo massa de 10% de
prednisolona na tenséo superficial 20 (verde) mN m* ao longo de 2 ys de simulagéo a 310

K.

Tabela 2 - Resumo da area por lipidio (em A2) nas trés diferentes tensées superficiais (0;
10 e 20 mN m1) e nas trés diferentes fracoes em massa (0,1; 1 e 10%) a 310 K.

Tensao Area por
% m/m superficial lipidio

(mNm?)  (Alipidio)

0 47.7+0.1

0 10 55.1+0.3

20 56.9+0.3

0 47.7+0.2

0,1 10 55.2+0.2

20 N&o feito

0 47.8+0.1

1 10 55.2+0.4

20 57.3+0.1

0 Colapsou

10 10 Colapsou

20 61.8+0.2
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5.3.2.
Difusao lateral

A difus@o lateral € uma propriedade dindmica muito importante que mede a
capacidade dos lipidios de se movimentarem ao longo da monocamada. O
coeficiente de difusdo é computado usando a relacdo de Einstein através do
calculo do deslocamento quadratico médio de um conjunto de 4tomos em uma
posicdo especifica. O deslocamento quadratico médio € uma medida do desvio
entre a posi¢cao de uma particula e uma posicéo de referéncia. O coeficiente de
difusdo é calculado pelo método de minimos quadrados que ajusta um conjunto

de pontos a uma reta:
lim(|lr(¢) —r(t = 0)||?) = 2D¢ (40),

onde r(t) é a posicao do centro de massa da molécula no plano xy em um tempo t
e r(t=0) é a posi¢cdo do centro de massa em um tempo 0. D é o coeficiente de
difuséo lateral.

O erro é calculado como a diferenca dos coeficientes de difusdo obtidos a
partir de ajustes sobre as duas metades do intervalo total. Todos os calculos
apresentados foram ajustados descartando 10% do tempo no comeco e no final
das analises.

Para comparar com valores experimentais ou simulacdes atomisticas, um
fator de converséao de 4 deve ser aplicado ao coeficiente de difuséo obtido a partir
de uma simulagéo feita com modelos coarse grained. A origem deste fator é para
compensar a difusdo mais rapida nos modelos coarse grained (Marrink et al.,
2004).

A difusao lateral é calculada ao longo do plano xy, utilizando os centros de
massa do DPPC, do POPC e da prednisolona. Na tabela 3, os coeficientes de
difuséo lateral e seus erros do DPPC e POPC a 310 K sdo mostrados no modelo
de surfactante pulmonar com as tensdes superficiais de 0, 10 e 20 mN m™?
utilizando 2 ps de simulagdo. Os resultados estdo em acordo com valores
experimentais encontrados em bicamadas e vesiculas onde as grandezas véao de
107 e 108 cm? s, respectivamente (Fahey e Webb, 1978). Resultados similares
também foram encontrados em simulagdes coarse grained para misturas
fosfolipididicas similares. Laing et al encontrou um valor para difusao do DPPC
em uma mistura com POPG e colesterol de (3,4+0,1) x107 e (4,2+0,2) x10'cm? s°
! nas tensGes de 0 e 20 mN m respectivamente (Laing et al., 2009). A difusdo

lateral do DPPC e POPC na tenséo superficial 0 mN m? é quase duas vezes
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menor do que na tensdo de 10 mN m. No entanto, ndo existe diferenca alguma
entre as tensfes superficiais 10 e 20 mN m?* de ambos fosfolipidios na
monocamada. O quadrado do deslocamento médio do DPPC e POPC na tenséo
superficial de 0 e 20 mN m é mostrado na figura 7. Na tenséo superficial de 0 mN
m* ndo tem diferenga no coeficiente de difusédo entre o DPPC e POPC. Entretanto,
0 POPC mostra uma difuséo levemente maior que o DPPC na tenséo superficial
20 mN m™. A explicacédo tem origem na dupla ligacdo de uma de suas caudas que
permite ficar mais livre para difundir na tensdo de 20 mN m™,

A difuséo lateral da prednisolona apenas foi medida na tenséo superficial de
20 mN m ja que foi a Gnica tensdo que a simulacao foi completada em um tempo
longo (2 ps) para uma fragdo em massa de 10%. O quadrado do deslocamento
médio do DPPC, do POPC e da prednisolona na tenséo superficial de 20 mN m*
€ mostrado na figura 8. O coeficiente de difusédo lateral da prednisolona na
monocamada fosfolipidica foi de (6+4) x107 cm? s! a 310 K. Resultados
experimentais do colesterol foram encontrados: 2 x10® cm? s a 310 K (Scheidt
et al., 2005) e 5 x108 cm? s a 310 K (Gliss et al., 1999) em bicamadas de DPPC.
Laing et al (Laing et al., 2009) também encontrou valores de (6,5+0,4) x107 cm? s
1a 310 K para uma mistura de DPPC/POPG na tenséo superficial de 20 mN m*
utilizando simulagées do modelo coarse grained do colesterol. Considerando que
os valores de difus@o de lipidios em bicamadas sdo uma ordem de grandeza
menores do que em monocamadas e pelas similaridades da prednisolona com o
colesterol (Adalsteinsson e Yu, 2000), os resultados obtidos estdo em bom acordo.

No filme de DPPC/POPC com prednisolona (tabela 4), os valores dos
coeficientes de difuséo lateral do DPPC e POPC diminuiram com respeito aos
valores do filme sem o farmaco (tabela 3), o que da uma ideia que a prednisolona
organiza a monocamada fosfolipidica, comportamento similar observado no

colesterol.
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Tabela 3 - Resumo dos coeficientes de difusédo lateral do DPPC e do POPC em cm? st
sem prednisolona nas tensdes superficiais de 0, 10 e 20 mN m! a 310 K.

Tenséo b
Molécula Superficial
(107cm?s?)
(mN m1)
0 4+3
DPPC 10 73
20 7+2
0 4+3
POPC 10 8+3
20 8+1

Tabela 4 - Coeficientes de difusdo lateral do DPPC, do POPC e da prednisolona em cm?
st em uma tenséo superficial de 20 mN m* a 310 K.

Tensao b
Superficial Molécula
(107cm?s7)
(mN m™)
DPPC 5+4
20 POPC 6+4
Prednisolona 6x4
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Figura 7 - Quadrado do deslocamento médio do DPPC (preto) e do POPC (azul) em uma
tensdo superficial de 0 mN m (linha continua) e 20 mN m- (linha tracejada) a 310 K.
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Figura 8 - Quadrado do deslocamento médio do DPPC (preto), do POPC (azul) e da
prednisolona (vermelho) em uma tenséo superficial de 20 mN m? e 310 K.
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5.3.3.
Parametro de ordem

O parametro de ordem € calculado na dinAmica molecular para comparar
diretamente com resultados obtidos de experimentos de espetroscopia de
ressonancia magnética nuclear (NMR). O parametro de ordem indica uma ideia
da ordem de um conjunto de atomos (por exemplo, as cadeias hidrocarbdnicas
dos fosfolipidios). No modelo coarse grained, o parametro de ordem é calculado

com ajuda de um script (do-order-multi.py) pela seguinte equacao:
1
P, = E(<3cosz‘e> -1) (41),

onde 6 é o angulo entre o vetor conectando os sitios n-1 e n+1 da cauda dos
lipidios e a normal z da monocamada. P,=1 significa um perfeito alinhamento com
a normal, P,=-0,5 um alinhamento perpendicular com a normal e P,=0 uma
orientacao aleatoria.

Para comparar os resultados obtidos com modelos coarse grained com
resultados experimentais ou atomisticos, o parametro de ordem (Scp) pode ser

escrito como: S¢p = PZ/4. O P; é dividido por 4 para compensar 0 mapeamento 4

a 1 dos modelos coarse grained.

O valor médio do parametro de ordem (Scp = 0,21) das cadeias snl e sn2
do DPPC sem prednisolona na tensdo superficial de 0 mN m™? e 310 K esta em
acordo com valores experimentais encontrados para a fase fluida em membranas
(Egberts et al., 1994). Também foram comparados com valores de Scp calculados
com coarse grained mostrando a mesma tendéncia (Nisoh et al., 2015). Os
parametros de ordem Scp obtidos também estdo em acordo com as fases
descritas na secdo de area por lipidio. Baoukina et al relatam uma média
aproximada de Scp = 0,20 para a fase de Lc e de Scp = 0,15 para a coexisténcia
de Lc e Lg, valores muito préximos aos obtidos para o sistema de DPPC/POPC
sem prednisolona (Baoukina, Monticelli, Marrink, et al., 2007)

Nas figuras 9a e 9b observa-se que o parametro de ordem é dependente da
tensdo superficial da monocamada fosfolipidica. A organizacéo diminui muito da
tensdo superficial 0 para 10 mN m? quando comparada com a diminuicdo da
organizagdo ao passar da tensdo superficial 10 para 20 mN m. Esta mesma
tendéncia foi observada no calculo da area por lipidio da monocamada sem
prednisolona. Quando as fracbes de massa de 0,1 e 1% foram simuladas em
diferentes tensbes superficiais, o parametro de ordem ndao muda. A Unica

diferenca percebida foi com a adicdo de 10% de prednisolona que foi medida
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apenas na tenséao superficial de 20 mN m*. Nas tensdes superficiais de 0 e 10 mN
m, a monocamada fosfolipidica com 10% de prednisolona colapsa. Na tensédo
superficial de 20 mN m™* e com 10% de prednisolona, os fosfolipidios mostram
dois comportamentos: mais organizado nos dois primeiros grupos proximos da
cabeca polar e mais desorganizado nos Uultimos dois grupos da cadeia
hidrocarbdnica. Isto pode ser um indicio de que a prednisolona prefere ficar mais
proxima da cabeca polar dos lipidios do que das caudas. Os grupos proximos da
cabeca ficam mais rigidos e os das caudas ficam mais moveis para se
desorganizar.

Nas tabelas 5 e 6 € mostrado o valor do Scp de todos os sistemas simulados
para cada uma das caudas do DPPC e do POPC.

Tabela 5 - Parametro de ordem das duas caudas do DPPC nas trés tensdes superficiais
0, 10 e 20 MmN m e nas trés frag6es méssicas de 0,1%; 1% e 10% de prednisolona a 310
K.

DPPC
Tensdo sn2 snl
superficial Grupo 0% 0,1% 1% 10% Grupo 0% 0,1% 1% 10%
(MmN m?)
GL1-Cl1A 0.17 0.16 0.17 GL2-Ci1B 0.19 0.18 0.19
ClA-C2A 0.22 0.22 0.22 (02 CiB-C2B 0.22 0.22 0.23 8
0 C2A-C3A 0.22 0.23 0.23 % C2B-C3B 0.22 0.23 0.23 %
C3A-C4A 0.212 0.21 0.21 = C3B-C4B 0.20 0.20 0.20 <
GL1-Cl1A 0.15 0.15 0.15 GL2-Ci1B 0.15 0.15 0.15
10 ClA-C2A 0.17 0.17 0.17 :O-)_J CiB-C2B 0.16 0.16 0.17 g
C2A-C3A 0.16 0.16 0.16 § C2B-C3B 0.15 0.15 0.16 @
C3A-C4A 0.13 0.13 0.13 = C3B-C4B 0.12 0.12 0.12 c
GL1-C1A 0.15 0.15 GL2-C1B 0.14 0.14 0.16
20 Cl1lA-C2A 0.16 nozaz 0.16 0.16 | CiB-C2B 0.15 gn 0.15 0.16
C2A-C3A 0.14 g 0.14 0.14 | C2B-C3B 0.14 g’_ 0.14 0.13
C3A-C4A 0.11 ° 0.11 0.10 | C3B-C4B 0.10 ° 0.10 0.09
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Tabela 6 - Parametro de ordem das duas caudas do POPC nas trés tensdes superficiais
0, 10 e 20 MmN m! e nas trés frac6es massicas de 0,1%; 1% e 10% de prednisolona a 310
K.

PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1513091/CA

POPC
Tens3o sn2 snl
superficial
Grupo 0% 01% 1% 10% Grupo 0% 0,1% 1% 10%
(mN m?)
GL1-CIA 0.16 016 0.17 GL2-C1B 0.18 0.18 0.19
. CIA-D2A 020 019 020 & |cCiB-C2B 022 021 022 9
Q QD
D2A-C3A 020 0.19 0.20 @ C2B-C3B 022 0.21 022 @
C3A-C4A 0.20 0.19 0.20 S | c3B-C4B 019 0.18 0.19 c
GL1-CIA 0.15 015 0.15 GL2-C1B 0.14 0.14 0.15
0 C1A-D2A 013 013 014 & |cCiB-C2B 016 016 016 o
Q QD
D2A-C3A 0.11 0.11 0.11 @ C2B-C3B  0.15 0.15 0.15 @
C3A-C4A 0.11 011 0.11 < |c3B-c4B 011 011 011 c
GL1-C1A 0.14 0.15 0.16 | GL2-C1B 0.14 0.14 0.15
2 CIA-D2A  0.13 %ZJ 0.13 0.14 | CIB-C2B 0.15 § 0.15 0.15
D2A-C3A 0.10 & 010 0.09 | C2B-C3B 0.14 3 014 0.13
C3A-C4A 0.10 ° 009 008 |C3B-C4B 0.10 ° 010 008
0.25
a
0.20
0.15
[a)
O
(7))
0.10
0.05
0.00
0 1 2 3 4 5

Grupo
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Figura 9 - Parametro de ordem da cadeia sn1 do DPPC (a), da cadeia sn2 do POPC (b)
nas tensdes superficiais 0 (preto), 10 (azul) e 20 (vermelho) mN m-1 sem prednisolona.
Parametro de ordem da cadeia sn1 do DPPC (c), e da cadeia sn2 do POPC (d) nas fracdes
massicas de 0% (preto), 1% (azul) e 10% (vermelho) na tensdo superficial de 20 mN m-!
a 310 K.
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5.3.4.
Localizacédo da prednisolona

5.3.4.1.
Distribuicdo de densidade de massa

O perfil de densidade de uma monocamada € a distribuicdo temporal média
de alguma propriedade extensiva do sistema ao longo de um eixo perpendicular
ao plano da monocamada. Neste trabalho, o perfil de densidade massica sera
apresentado para elucidar a posicao de alguns sitios da mistura fosfolipidica e da
prednisolona. No GROMACS, este perfil € calculado com o0 programa gmx
density. A distribuicdo da densidade de cada sitio/molécula é calculada ao
longo do eixo z do sistema.

Na figura 10 é mostrado o perfil de densidade massica da monocamada
fosfolipidica de DPPC e POPC com 10% de prednisolona em uma tensédo
superficial de 20 mN m™. Os sitios mais polares da prednisolona e as cabecas
polares do DPPC e do POPC ficam solvatadas pelas moléculas da camada de
agua.

Para conferir o nivel de hidratacdo e a posi¢cdo dos sitios da molécula de
prednisolona e da mistura fosfolipidica, uma analise mais aprofundada de
diferentes sitios foi feita (figura 11). Os sitios NC3 e PO4 do DPPC e do POPC
mostraram-se completamente imersos na agua, ja o sitio GL2 fica mais do lado
da fase fosfolipidica. Os sitios ROH2 e RO3 ficam também imersos na agua e
praticamente no mesmo nivel que os sitios das cabecas polares (NC3 e PO4) do
DPPC e do POPC. O sitio ROH1 fica no mesmo nivel que o sitio GL2 das
moléculas de DPPC e POPC.

O perfil de densidade também fica evidenciado na ilustragcdo 9 com o
espalhamento da prednisolona a 10% e uma tenséo superficial de 20 mN m. As
moléculas de prednisolona ficam orientadas com seu sitio mais polar na fase
aguosa. Os mesmos resultados foram observados para fracbes em massa

menores (0,1% e 1%) e filmes mais comprimidos (0 e 10 mN m™)
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Figura 10 - Perfil de densidade massica (kg m-) ao longo do eixo z da agua (celeste),
DPPC (preto), POPC (azul) e prednisolona (vermelha), com 10% de prednisolona e tensao
superficial de 20 MmN m- a 310 K.
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Figura 11 - Perfil de densidade massica (kg m-3) ao longo do eixo z dos sitios: NC3 (azul),
PO4 (amarelo), GL2 (vermelho), ROH2 (verde), RO3 (roxo) e ROHL1 (cinza) a 310 K. A
agua (linha celeste tracejada) foi utilizada como referéncia.
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llustracdo 9 - Monocamada fosfolipidica de DPPC/POPC com 10% prednisolona em uma
tensdo superficial de 20 mN m a 310 K. Prednisolona esta representado em marrom, o
sitio ROH2 em azul, o DPPC/POPC com esferas verdes/amarelas menores e agua com
esferas em cinza.

5.3.5.
Formacao de agregados

Um agregado é um conjunto de moléculas unidas por forcas nédo ligadas
como as forgas de van der Waals conformando um aglomerado como um todo. Os
agregados podem ser classificados por varios critérios, nesta disserta¢do o critério
do tamanho serd utilizado. Um agregado sera chamado de nanoagregado quando
seu tamanho (didmetro) se encontra entre 1 e 100 nm.

A formacdo de agregados € um fendmeno que pode impedir o
funcionamento normal da mecéanica do surfactante pulmonar. Para entender a
influéncia da quantidade de prednisolona e da tenséo superficial do filme, varias
imagens foram tiradas em diferentes momentos de todas as dinamicas
moleculares. O didmetro dos agregados de prednisolona foi estimado fazendo
uma proporgao entre o comprimento de um do eixo x utilizado como referéncia e
0 agregado.

Na ilustracdo 10a é mostrada a vista do plano xy da monocamada
fosfolipidica com 1% de prednisolona na tenséo superficial de 0 mN m™* com dois
agregados depois de 10 ns de simulacao. A ilustracdo 10b mostra uma pequena
curva do filme no plano xz causado pelos agregados. O valor aproximado do
didmetro dos agregados foi de 3 nm. Na ilustracdo 10c observa-se o espalhamento
dos agregados na monocamada, ainda que eles ficam segregados em um extremo
do filme por causa da tenséo superficial ser a minima (0 mN m?).

Nas ilustracdes 11 e 12 mostram-se as mesmas trés imagens que na
ilustracdo 10, mas aqui as tensdes superficiais foram de 10 e 20 mN m?,

respectivamente. Nao sdo encontrados agregados como 0s encontrados na
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tensdo superficial de 0 mN m?* e o espalhamento melhora consideravelmente
depois de 2 ps de simulagéo.

Na ilustracdo 13a mostra-se o plano xy da monocamada fosfolipidica com
10% de prednisolona na tenséo superficial de 0 mN m™. Cinco agregados com um
diametro aproximado de 5 nm foram observados. Tanto o nUmero de agregados
como seu tamanho aumentaram consideravelmente devido ao aumento do
namero de moléculas. Depois de 260 ns de simulacdo os agregados rompem o
filme e conduzem ao colapso da monocamada (ilustracdo 13c). Quando a tenséo
superficial do filme aumenta para 10 mN m, o tamanho diminui de 5 nm para 3
mn e forma-se apenas 2 agregados (ilustracdo 14a e 14b). Entretanto, o filme
colapsa depois de 776 ns (ilustracdo 14c).

Quando a tenséao superficial € aumentada para 20 mN m, praticamente ndo
tem agregados na interface, apenas dois agregados de aproximadamente de 1,5
nm séo observados (ilustracdo 15a e 15b) e as moléculas de prednisolona séo
adsorvidas e espalhadas completamente no filme depois de 2 ys de simulacdo
(ilustracao 15c).

Para comprovar se o filme tem a capacidade de espalhar agregados de
aproximadamente 5 nm, agregados formados com 10% de prednisolona e tenséo
superficial 0 mN m?, foi escolhido um quadro em 10 ns de dinamica (ilustracéo
16a) e simulada em uma tensdo superficial de 20 mN m™. A prednisolona foi
adsorvida e espalhada ao longo da monocamada depois de 500 ns (ilustracdo
16c¢). Isto € uma evidéncia importante de que agregados depositados na interface
ar-lipidios podem ser espalhados em tensdes superficiais maiores que 20 mN m-
1, Pelo contrério, o filme colapsa se a tenséo superficial € mantida em 0 mN m*
(ilustracao 16b).

Um resumo € mostrado no quadro 4 para comparar todos os sistemas

simulados.
Fracdo em Tenséo superficial em mN m?
massa da 0 10 20
prednisolona em
o % Estavel | Agregados | Estavel | Agregados | Estavel | Agregados
p/p o
0,1 Sim Néo Sim Nao Sim Nao
1 Sim Sim Sim N&o Sim N&o
10 N&o Sim N&o Sim Sim Sim

Quadro 4 — Resumo da estabilidade e formacédo de agregados nas trés frac6es em massa
0,1%; 1% e 10% de prednisolona e nas trés tensdes superficiais 0, 10 e 20 mN m do
modelo de surfactante pulmonar a 310 K.
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llustracdo 10 - Modelo de surfactante pulmonar com 1% de prednisolona em uma tensao
superficial de 0 mN mta 310 K. Vista do plano xy depois de 10 ns de simulacgao (a), vista
do plano xz depois de 10 ns de simulacdo (b) e vista do plano xy depois de 2 ps de
simulagéo (c).
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llustracdo 11 - Modelo de surfactante pulmonar com 1% de prednisolona em uma tensao
superficial de 10 MmN m* a 310 K. Vista do plano xy depois de 10 ns de simulacéo (a), vista
do plano xz depois de 10 ns de simulacdo (b) e vista do plano xy depois de 2 ps de
simulagéo (c).
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llustracdo 12 - Modelo de surfactante pulmonar com 1% de prednisolona em uma tensao
superficial de 20 MmN m a 310 K. Vista do plano xy depois de 10 ns de simulacéo (a), vista
do plano xz depois de 10 ns de simulacdo (b) e vista do plano xy depois de 2 ps de
simulacéo (c).
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llustracdo 13 - Modelo de surfactante pulmonar com 10% de prednisolona em uma tensao
superficial de 0 mN m a 310 K. Vista do plano xy depois de 10 ns de simulagéo (a), vista
do plano xz depois de 10 ns de simulacdo (b) e vista do plano xy depois de 260 ns de
simulagéo (c).
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llustracdo 14 - Modelo de surfactante pulmonar com 10% de prednisolona em uma tensao
superficial de 10 MmN m a 310 K. Vista do plano xy depois de 10 ns de simulacéo (a), vista
do plano xz depois de 10 ns de simulacdo (b) e vista do plano xy depois de 776 ns de
simulagéo (c).
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llustrac@o 15 - Modelo de surfactante pulmonar com 10% de prednisolona em uma tensao
superficial de 20 MmN m a 310 K. Vista do plano xy depois de 10 ns de simulacéo (a), vista
do plano xz depois de 10 ns de simulacdo (b) e vista do plano xy depois de 2 ps de
simulagéo (c).
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llustracdo 16 - Vista do plano xy do modelo de surfactante pulmonar com 10% de
prednisolona em uma tenséo superficial de 0 mN m* depois de 10 ns de simulagéo (a),
vista de um colapso induzido do plano xz do modelo de surfactante pulmonar com 10% de
prednisolona em uma tenséo superficial de 0 MmN m-! (b) e vista do espalhamento no plano
xy com 10% de prednisolona em uma tenséo superficial de 0 mN m* depois de 500 ns de
simulacéo (c).
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5.3.6.
Anédlise de fases

Como ja foi descrito no capitulo da fundamentagao teorica, a coexisténcia
de fases € um fenébmeno que acontece na mecanica do surfactante pulmonar. Na
ilustracdo 17 é mostrado o modelo de surfactante pulmonar com 0,1% de
prednisolona. A prednisolona (1 molécula) foi tirada das imagens porque nao
influencia no resultado da segregacao do DPPC e POPC. A ilustragdo 17a mostra
o filme construido inicialmente depois da minimizacdo de energia. Na tenséo
superficial de 10 mN m™ e depois de 4 ys de dinamica molecular (ilustracéo 17b),
o filme mostra o inicio da formacgéo de ilhas de DPPC e POPC. Ao diminuir a
tensdo superficial para 0 mN m* (ilustracdo 17c) as ilhas tornam-se maiores.
Como foi relatado na se¢do da area por lipidio e no parametro de ordem o filme

na ilustracdo 17b encontra-se na fase de Le-Lc e nailustragdo 17c na fase de Lc.

llustracdo 17 - Vista do plano xy da monocamada mista de DPPC/POPC em 0 us (a), 4 us
tenséo superficial de 10 MmN m (b) e 4 ys tenséo superficial de 0 mN m (c) a 310 K.
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5.3.7.
Funcéao de distribuicao radial

A funcéo de distribuicdo radial € o método mais usual para tirar informacao
da estrutura de fluidos. A funcdo de distribuicdo radial descreve a probabilidade
de encontrar uma particula B a uma disténcia r e r+dr de uma particula A. Para
sistemas semi-isotropicos, como € o caso de mono e bicamadas, a distribuicdo
radial fica limitada a uma dimensé&o 2D (plano xy):

RDF, (1) = ((ﬁgi)) / ((Z—i) l) (42),

onde os colchetes indicam uma média ao longo do tempo, Nz (r) € 0 nimero de
particulas de B a um raio r e espessura dr ao redor da particula A. Ag(r) é a area
do anel formado pelos raios r e dr. Ng corresponde ao total de particulas B até um
raio maximo e Ag corresponde a area formada até esse raio maximo. No
GROMACS o raio maximo é a metade do comprimento da caixa.

Na ilustracédo 18 é mostrada a separacao de fases do DPPC, do POPC e de
10% de prednisolona na tenséao superficial de 20 mN m. No gréfico de distribuicdo
radial do DPPC, do POPC e da prednisolona com respeito ao DPPC como grupo
de referéncia (figura 12), mostra-se que a prednisolona prefere ficar mais perto do
DPPC do que do POPC. Resultados similares foram relatados por Baoukina para
uma mistura de DPPC/DOPC/colesterol, onde o colesterol prefere ficar na mesma
fase de fosfolipidios saturados como DPPC e segregar o fosfolipidio insaturado
(Baoukina, Mendez-Villuendas, et al., 2012).
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llustracdo 18 - Vista xy da mistura fosfolipidica do DPPC/POPC (verde/amarelo) com 10
% de prednisolona (roxo) e tensao superficial de 20 mN m-! depois de 2 ps de simulagdo
a 310 K.
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Figura 12 - Distribuicdo radial no plano xy do DPPC (preto), do POPC (azul) e da
prednisolona (vermelho) com respeito ao DPPC na tenséo superficial de 20 mN m* depois
de 2 us de simulagado a 310 K.
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Conclusoes

A dindmica molecular com modelos coarse grained e campo de forca
MARTINI do modelo de surfactante pulmonar DPPC/POPC (7:3) em presenca de
trés diferentes fracdes massicas (0,1%; 1% e 10%) do glicocorticoide prednisolona
e em uma temperatura de 310 K foi realizada com sucesso pela primeira vez.
Importantes conclusdes da estabilidade, da organizagéo, e da similaridade com
outros esteroides foram elucidadas na escala de microssegundos.

Os calculos do logaritmo do coeficiente de particdo octanol/agua foi
superestimado em 2 vezes o valor experimental. Considerando as dificuldades
para calculos de energia livre pelo célculo da entropia e comparando com outros
modelos coarse grained para estruturas similares, considera-se que o modelo
coarse grained proposto para prednisolona pode ser utilizado para avaliar sua
interagdo com modelos de surfactante pulmonar. O célculo da difuséo lateral dos
fosfolipidios e da prednisolona estdo em acordo com resultados experimentais
assim como com outras simulagfes atomisticas e coarse grained. A prednisolona
mostrou uma difusdo similar ao colesterol quando comparada com resultados
experimentais e modelos coarse grained.

Com as evidéncias encontradas na dindmica molecular é possivel inferir que
o uso de surfactante pulmonar como um possivel carreador de prednisolona esta
sujeito a sua concentracdo e a sua tensao superficial do mecanismo respiratorio.
Propriedades estruturais que medem a organizacdo mostram que o modelo de
surfactante pulmonar aumenta sua organiza¢éo ao diminuir sua tensao superficial.
Em todas a fracbes em massa e tensdes superficiais estudadas mostra-se que a
parte mais polar da prednisolona ficar perto das cabecas polares dos fosfolipidios
do que nas suas caudas hidrocarbbnicas. A adicdo de fracbes elevadas de
prednisolona (=10%) também aumenta a organizacdo da monocamada
fosfolipidica. No entanto, fragbes massicas menores (£10%) ndo apresentam
mudanga nas propriedades estruturais e dindmicas do modelo de surfactante
pulmonar. Esta pouca mudanca das propriedades estruturais e dinamicas do
modelo de surfactante pulmonar € um indicio que fragdes massicas <10% de
prednisolona podem ser carreadas com o surfactante pulmonar sim mudar suas

propriedades estruturais.
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A formacao de agregados em uma escala manométrica foi observada na
fracdo méssica de 10% de prednisolona nas trés tensdes superficiais medidas (O,
10 e 20 mN m™?) e na fracdo massica de 1% na tensdo superficial de 0 mN m™,
Entretanto, o filme colapsa em bicamadas apenas na fracdo em massa de 10% e
nas tensdes mais baixas (0 e 10 mN m). Em tens6es superficiais maiores (20 mN
m?) o filme é capaz de espalhar os nanoagregados de prednisolona mostrando
um aumento da area por lipidio para tensées superficiais iguais. Isto apresentaria
um aumento de pressao e, portanto, uma diminuicdo de tenséo superficial. O que
permite manter o filme estavel em um tempo de escala de microssegundos.

A separacgdo de fases de Lc e Le também foi demostrada satisfatoriamente
para o modelo de surfactante pulmonar. Além disso, pode-se dizer que uma fragéo
em massa del0% de prednisolona pode induzir uma fase de liquido organizado
(Lo) tendo como forga motriz a preferéncia do farmaco de ficar perto do lipidio
saturado e segregando o lipidio insaturado. Porém, pode-se concluir que a
influéncia de esterois com estrutura similares como 0 colesterol produz interagdes
parecidas que sao refletidas em propriedades como difusao lateral e preferéncia
de fases.

As implicacbes deste trabalho estdo orientadas para a indastria
farmacéutica no desenvolvimento de novos tratamentos para gerenciar doencas
como a sindrome de angustia respiratéria do recém-nascido, asma e doencas
pulmonares obstrutivas cronicas.

Os resultados desta dissertacdo foram publicados recentemente no jornal
RSC Advances (Estrada-Lopez et al., 2017) e apresentados em formato poster na
52 Reunido sobre Estruturas de Auto-Organizacdo em Solugbes e Interfaces -

AutoOrg 2016, Florianépolis, Brasil.
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Perspectivas

Este trabalho possui varias perspectivas futuras. Pretende-se continuar

dentro do grupo com as seguintes pesquisas sob a minha colaboracéo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Pretende-se realizar a dindmica molecular atomistica dos antibioticos
levofloxacina e claritromicina sendo adsorvidos em modelos de surfactante
pulmonar. O trabalho referente a levofloxacina esta sendo realizado pela
aluna de iniciacdo cientifica Alline Pedreira. Além disso, o trabalho da
claritromicina esta sendo realizado por dois alunos de iniciacdo cientifica,
Alline Pedreira e Matheus Franca.

Os resultados das simulacdes realizadas nesta dissertacdo serdo
diretamente comparaveis com o0s resultados experimentais que estdo
sendo realizados pela aluna de doutorado, Stephanie Ortiz Collazos,
dentro de nosso grupo.

Pretende-se realizar no futuro a dindmica molecular coarse grained de um
modelo de surfactante pulmonar mais complexo com uma mistura mais
completa de fosfolipidios com proteina SP-B. Este trabalho est4 sendo
realizado pelos alunos Julia Barroso, Lucas Pereira e Guilherme Espinosa
para interagir com peptideos antimicrobianos.

E importante melhorar os célculos da metodologia de umbrella sampling
para sistemas bifasicos. Este trabalho pode ser realizado no futuro por
um aluno de doutorado.

Pretende-se desenvolver modelos coarse grained para a levofloxacina e
para a claritromicina com o objetivo de simular tempos na escala de
microssegundos. Este trabalho pode ser realizado no futuro por um aluno
de doutorado.

E importante desenvolver um modelo polarizavel de filme de Langmuir
adsorvido em &gua para melhorar o calculo da isoterma de Langmuir e das

propriedades do filme.
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