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Resumo

Fornasier, Franccesca; Pimentel, André Silva, Souza, Felipe Rodrigues de.
Nanoparticulas de ouro revestidas com polimeros e nanoparticulas
poliméricas como nanocarreadoras do peptidio antimicrobiano BP-100
através de um modelo de surfactante pulmonar. Rio de Janeiro, 2020.
128p. Dissertagdo de Mestrado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

A pneumonia € causada por microrganismos que se instalam nos pulmdes,
podendo chegar aos alvéolos pulmonares e ocasionar insuficiéncias respiratdrias.
Tratamentos com antibi6ticos sdo os mais utilizados. Porém, o uso dos mesmos
pode ndo ser eficiente por causa de mecanismos de resisténcia bacteriana. O
peptidio antimicrobiano BP-100 € um promissor candidato a novo antibidtico
devido sua baixa suscetibilidade a resisténcia bacteriana. Ele pode ser mais eficaz
quando utilizado com nanoparticulas de ouro (AuNPs) e revestimentos de
polimeros biodegradaveis para uso topico. O objetivo deste trabalho foi avaliar
por meio da dindmica molecular coarse grained (DM-CG), utilizando o campo de
forca MARTINI, o efeito da transposicdo do peptidio BP-100, carreado em uma
nanoparticula de ouro revestida com trés tipos de polimeros, através de um
modelo de surfactante pulmonar. Os polimeros selecionados para este trabalho
foram o polietilenoglicol (PEG), poliestireno (PS) e o copolimero de
polietilenoglicol em bloco com poliestireno (PEG-b-PS). As energias livres de
Gibbs das transposicbes das nanoparticulas foram realizadas utilizando
simulagdes direcionadas e amostragem guarda-chuva. Os resultados obtidos
demonstraram que o processo foi espontaneo para a nanoparticula de ouro
contendo o BP-100 adsorvido em sua superficie e encapsulada com o PEG. No
entanto, observou-se que a nanoparticula BP100-PEG se desfaz ao atingir a fase
aquosa, e o BP-100 migra para a regido das cabecas polares dos fosfolipidios
carregados negativamente. Com a realizacdo deste trabalho, foi possivel avaliar os
efeitos de nanocarreadores no modelo de surfactante pulmonar, bem como avaliar
a viabilidade da aplicagdo de peptidios antimicrobianos para possiveis tratamentos

de doencgas pulmonares, como a pneumonia.
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Abstract

Fornasier, Franccesca; Pimentel, André Silva, Souza, Felipe Rodrigues de.
Polymer-coated gold nanoparticles and polymeric nanoparticles as
nanocarriers of the BP-100 antimicrobial peptide through a lung
surfactant model. Rio de Janeiro, 2020. 128. Dissertacdo de Mestrado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

Pneumonia is caused by microorganisms that settle in the lungs, which may
reach the pulmonary alveoli and cause respiratory failure. Antibiotic treatments
are the most used. However, their use may not be efficient due to bacterial
resistance. The antimicrobial peptide BP-100 is a promising candidate for a new
antibiotic due to its low susceptibility to bacterial resistance. It can be most
effective when used with gold nanoparticles (AuNPs) and polymer coatings for
topical use. The goal of this work was to evaluate the effect of the transposition of
the BP-100 peptide carried on a gold nanoparticle coated with three types of
polymers (polyethylene glycol (PEG), polystyrene (PS) and polyethylene glycol-
block-polystyrene (PEG-b-PS)) using a pulmonary surfactant model. The Gibbs
free energies for nanoparticle transpositions are performed using coarse grained
molecular dynamics (CGMD) and umbrella sampling. The results demonstrate
that the process is spontaneous for the gold nanoparticle containing BP-100
adsorbed on the AuNPs encapsulated with PEG. However, it is observed that the
BP100-PEG nanoparticle breaks up when reaching the aqueous phase. Then, BP-
100 migrates to the polar heads region of the negatively charged phospholipids. It
is possible to evaluate the effects of nanocarriers on the lung surfactant model. In
addition, it is suggested the feasibility of applying antimicrobial peptides carried
on PEG capped AuNPs for possible treatments of lung diseases, such as

pneumonia.
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Nanoparticles; lung; drug delivery; pneumonia.
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CG - Coarse Grained

DM - Dinamica Molecular

DPPC - 1,2-dipalmitoil-rac-glicero-3-fosfocolina

DPPI - 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo- (1'-mio-inositol) (sal de amonio)
DPPS - 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina (sal de sédio)
DPSM - N-palmitoil-D-eritro-esfososilfosforilcolina

LC — Liquido Condensado

LE — Liquido Expandido

LO — Liquido Ordenado

LPC — 1-palmitoil-d31-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
MARTINI — Campo de forca coarse grained

POPC - 1-palmitoil-2-oleoil-glicero-3-fosfocolina

POPE - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
POPG - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol
SDR - Sindrome do Desconforto Respiratério

SDRA - Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
SP-A — Proteina do Surfactante A

SP-B — Proteina do Surfactante B

SP-C — Proteina do Surfactante C

SP-D — Proteina do Surfactante D

UA - United-Atom
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1

Introducao

A pneumonia é uma doenca pulmonar que atinge cerca de 450
milhdes de pessoas em todo o mundo e é a causa de morte de
aproximadamente 4 milhées de pacientes (BAER et al., 2019). E causada
a partir da infeccdo de microrganismos (bactérias, virus ou fungos) na
regido alveolar, onde ocorrem as trocas gasosas, acarretando acumulo de
liguidos nos pulmdes e, consequentemente, insuficiéncias respiratérias
(BAER et al.,, 2019; NAYAK et al.,, 2019). Na regido dos alvéolos
pulmonares, se encontra o surfactante pulmonar, uma mistura complexa
de fosfolipidios, que tem a funcdo de reduzir a tensdo superficial dos
mesmos, evitando seu colapso. Contém majoritariamente o fosfolipidio
dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), que é produzido e secretado por
células do tipo pneumdcitos I, durante o desenvolvimento fetal. As
propriedades do surfactante pulmonar permitem o rapido espalhamento
de farmacos na interface alveolar (GUAGLIARDO et al., 2018).

A identificacdo do microrganismo causador da pneumonia é
complexa. Em decorréncia disso, o0s pacientes sdo tratados com
antibiéticos de amplo espectro, via administracdo oral ou sistémica em
altas doses (BAER et al., 2019; NAYAK et al., 2019). Alguns exemplos de
farmacos, que sédo utilizados no tratamento da pneumonia, sdo 0s
antibioticos do grupo dos beta-lactamicos (e.g. amoxicilina), que atuam
inibindo a sintese da parede bacteriana, os macrolidios (e.g. eritromicina),
0S quais agem impossibilitando a sintese proteica da bactéria, e as
quinolonas (e.g. levofloxacina), as quais agem inibindo a replicagdo do
DNA (SILVER, 2011).

Embora os antibidticos contribuem muito para tratar doencas
bacterianas e, consequentemente, diminuir os indices de mortalidade, as

bactérias acabam desenvolvendo resisténcia na acdo destes farmacos
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(BAER et al., 2019; MANZINI et al., 2014). Diversos sdo 0S mecanismos
de resisténcia bacteriana. Por exemplo, pode-se citar a destruicdo ou
inativacdo do farmaco, impedindo que o mesmo consiga penetrar na
superficie das células bacterianas. Além disso, as bactérias podem
possuir rotas bioquimicas alternativas, promovendo o efluxo rdpido do
farmaco, fazendo com que ele seja ejetado para fora do organismo antes

gue possa se tornar ativo (SILVER, 2011).

Uma solucdo para minimizar o desenvolvimento da resisténcia
bacteriana é propor novos antibidticos, como, por exemplo, os que sdo
baseados em peptidios antimicrobianos (TORCATO et al.,, 2013). Os
peptidios fazem parte do nosso sistema imune como antibidticos
enddgenos e agem inibindo o crescimento de patégenos causadores de
infeccdes (CARRETERO et al., 2018). Além disso, possuem um amplo
espectro de acao contra bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos
e virus (MANZINI et al., 2014; TORCATO et al.,, 2013). Eles agem
permeabilizando as células dos microrganismos, cessando 0 seu
crescimento. (TORCATO et al., 2013; WADHWANI et al., 2014).

Peptidios pequenos podem ser liberados no organismo sem que
haja uma deteccdo imunolégica, permitindo a liberacdo eficaz dessas
moléculas no alvo de interesse (MAHMOODI; GHAVIDAST;
AMIRMAHANI, 2016). Uma forma de carrear os peptidios para a regiao
dos alvéolos pulmonares é a partir de agentes carreadores (ELAHI;
KAMALI; BAGHERSAD, 2018). As nanoparticulas de ouro estdo sendo
frequentemente exploradas como agentes, justamente pelas suas
propriedades fisicas e quimicas (forma e area superficial) permitirem a
aplicacdo biologica e desenvolvimento de novos tratamentos para
inomeras doencas, dentre elas as respiratérias (MAHMOODI;
GHAVIDAST; AMIRMAHANI, 2016; RAMALINGAM, 2019). O tamanho
também €é uma das propriedades das nanoparticulas de ouro que
permitem o uso das mesmas como carreadoras. (MALIK; MUKHERJEE,
2018).

Porém, as nanoparticulas de ouro séo instaveis sem a presenca de

algo que possa revesti-las, como, por exemplo, moléculas organicas


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1812594/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1812594/CA

21

carregadas (ion citrato), surfactantes e polimeros biodegradaveis (ELAHI;
KAMALI; BAGHERSAD, 2018). Além disso, o0s peptidios também
possuem fortes interacbes eletrostaticas com os fosfolipidios do
surfactante pulmonar e essa interagcdo pode reduzir a atividade do
peptidio, por impedir sua acdo no alvo, necessitando também de
revestimentos que consigam reduzir essas interagdes (SOUZA; SOUZA;
PIMENTEL, 2019; SOUZA et al., 2018).

Com o intuito de aprimorar os efeitos e os mecanismos de a¢ao dos
peptidios naturais, peptidios hibridos estdo sendo sintetizados. Por
exemplo, o peptidio BP-100, que foi inicialmente projetado para o
combate a patégenos vegetais (BADOSA et al., 2007). No entanto, o
mesmo, apresentou outras atividades como facilitador no transporte
intracelular e desenvolvimento da fusdo de membranas (MANZINI et al.,
2014; MISIEWICZ et al., 2015). A escolha do BP-100 para este estudo
ocorreu devido 0 mesmo possuir essas propriedades essenciais para a
atividade em membrana, além da acdo antibiética para possivel aplicacao

em tratamento de doencas pulmonares, como a pneumonia.

Compreender o complexo mecanismo da funcdo do surfactante
pulmonar € um desafio. Isso acontece por causa de sua complexa
estrutura e de suas rapidas transformacbes de monocamada para
bicamada, que sdo dificeis de observar e requerem alta resolucao
temporal e espacial, para que seja possivel estudar as propriedades do
sistema. Uma forma de se atingir este objetivo é utilizar simulacfes
computacionais que, ao combinar propriedades do sistema como
composicdo e estrutura, podem complementar dados experimentais
(BAOUKINA; TIELEMAN, 2016).

A dindmica molecular (DM) permite obter informacgfes da interagédo
das nanoparticulas em sistemas de membranas, fornecendo detalhes da
energia das interagdes, da estrutura e da dindmica de monocamadas e
bicamadas lipidicas (BENNETT; TIELEMAN, 2013; KHONDKER; HUB;
RHEINSTADTER, 2019). Portanto, a dindmica molecular é uma

ferramenta util para investigar o comportamento dos sistemas complexos
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compostos por misturas lipidicas, proteicas e de outros nanomateriais
(ZHANG et al., 2015).

Além das informacfes supracitadas, 0s experimentos teoricos
computacionais podem complementar e elucidar dados experimentais. As
interacdes moleculares podem ser obtidas através das simulacdes de
dindmica molecular classica, que utilizam campos de forca que
descrevem os componentes do sistema de estudo, como, por exemplo, 0s
campos de forca All-Atom (AA), United-Atom (UA) e coarse grained (CG)
(BENNETT; TIELEMAN, 2013; LYUBARTSEV; RABINOVICH, 2016;
MARRINK et al., 2007; MIGUEL; PERILLO; VILLARREAL, 2016;
POURMOUSA; PASTOR, 2018).

Simulagcdes com o campo de forca MARTINI, que utilizam a
metodologia CG, sédo capazes de demonstrar fendmenos de interesse no
estudo das monocamadas. Por exemplo, o colapso e as transi¢cbes de
fases, uma vez que, com esse campo de forca, os atomos pesados (C, O,
N, P) sdo agrupados em forma de grdos. Com isso, é possivel obter
tempos maiores de simulagdo, permitindo a observagdo desses
fendmenos (BAOUKINA; TIELEMAN, 2016; DUNCAN; DALAL; LARSON,
2011; MARRINK et al., 2007).

Ao simularmos a transposicdo de farmacos, peptidios e
nanoparticulas no modelo de surfactante pulmonar, podemos obter a
energia livre de Gibbs através do método de amostragem guarda chuva
(do termo em inglés umbrella sampling), obtendo janelas de simulacdes
durante a coordenada de reacdo. Essas janelas podem ser combinadas
através do método de andlise de histograma ponderado (da tradugéo da
expressdo em inglés Weighted Histogram Analysis Method-WHAM). Em
seguida, pode-se avaliar a espontaneidade do sistema em estudo e a
precisdo dos dados (KUMAR et al., 1992).

A pneumonia é uma doencga que atinge muitas pessoas e acaba
levando a Obito muitos pacientes. Este trabalho visa entender o
mecanismo de transposi¢do do peptidio BP-100 no modelo de surfactante

pulmonar, como possivel farmaco para o tratamento da pneumonia.
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Objetivos

2.1

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi obter informacéo da variacdo da energia

livre de Gibbs das transposi¢cées de nanoparticulas de ouro revestidas

com o peptidio antimicrobiano BP-100 e encapsuladas com polimeros, e

também do mesmo peptidio sendo encapsulado por um polimero através

de um modelo de surfactante pulmonar na interface ar-agua. Desta forma,

teve-se também o objetivo de inferir a espontaneidade da transposicao

destas nanoparticulas utilizando a dindmica molecular coarse grained e a

amostragem guarda-chuva.

2.2

Objetivos especificos

<> Calcular a variacdo da energia livre de Gibbs da
transposicdo, através de um modelo de surfactante pulmonar na

interface ar-agua dos sistemas compostos por:

o Nanoparticula de ouro, peptidio BP-100 e
polietilenoglicol (PEG);

% Nanoparticula de ouro, peptidio BP-100 e
poliestireno (PS);

o Nanoparticula de ouro, peptidio BP-100 e o
copolimero PEG-b-PS;

< Peptidio BP-100 revestido por polietilenoglicol

(PEG);
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< Nanoparticula de ouro com diferentes
polaridades composta pela peptidio BP-100 revestido por

polietilenoglicol (PEG);

7

% Peptidio BP-100 revestido por polietilenoglicol
tiolado (PEG(tiol));

X Avaliar a estabilidade do modelo de surfactante
pulmonar em cada sistema através das analises de area por lipidio,

parametro de ordem, difuséo lateral e perfil Z.
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3
Reviséo Bibliografica

3.1

Surfactante Pulmonar

O surfactante pulmonar (Figura 1) € uma mistura complexa de
fosfolipidios (90%) e proteinas (10%). Suas principais funcdes sao revestir
a superficie interna dos pulmdes e reduzir a tensdo superficial entre a
agua e o ar presente nos alvéolos pulmonares (PEREZ-GIL, 2008). E
produzido e secretado por células do tipo pneumdcitos Il, durante o
desenvolvimento fetal, sendo considerado a primeira barreira contra
patdgenos no sistema respiratorio (CIMATO; FACORRO; MARTINEZ
SARRASAGUE, 2018; GUAGLIARDO et al., 2018; GUZMAN; SANTINI,
2019; PEREZ-GIL, 2008; ROLDAN et al., 2016; S@RLI et al., 2018;
SOSNOWSKI, 2018).

O surfactante pulmonar é constituido por uma subfase aquosa e
lipoproteica, recoberta por uma monocamada de fosfolipidios (PEREZ-
GIL, 2008). Apos ser sintetizado no reticulo endoplasmatico das células
alveolares, ele é armazenado em corpos lamelares, uma forma de
armazenamento intracelular (GOERKE, 1998; HIDALGO; CRUZ; PEREZ-
GIL, 2017). Através da exocitose, esses corpos lamelares sdo secretados,
ocorrendo a fusdo com a membrana plasmatica. Entdo sdo reorganizados
na mielina tubular, que é ativa na superficie e também nas vesiculas
multilamelares (AGASSANDIAN; MALLAMPALLI, 2013; GOERKE, 1998;
SARRASAGUE et al., 2011).
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Figura 1. Representacao grafica do surfactante pulmonar na
interface ar-agua e na fase aquosa, com as respectivas proteinas,
adaptado de Guagliardo e colaboradores (2018) (GUAGLIARDO et al.,
2018).

O surfactante pulmonar é composto majoritariamente por lipidios
saturados como o DPPC, dipalmitoil fosfatidilcolina, cujo nome de acordo
com a IUPAC é 1,2-dipalmitoil-rac-glicero-3-fosfocolina, que possui em
torno de 70 a 80% de fragdo em massa. Também faz parte da sua
composi¢ao lipidios insaturados como o POPG, fosfatidilglicerol, cujo
nome de acordo com a IUPAC é 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfoglicerol, com fracdo em massa entre 10 e 15%. Lipidios neutros
(colesterol) correspondem a uma fragcdo em massa de 5 a 10% (BAER et
al., 2019; GUAGLIARDO et al., 2018; PEREZ-GIL, 2008). Também existe
um pequeno numero de lipoproteinas, que representam menos de 10%
da massa do surfactante pulmonar, denominadas SP-A, SP-B, SP-C e
SP-D, mas que possuem um papel importante na dinamica de
funcionamento do surfactante (DUNCAN; LARSON, 2010; GUAGLIARDO
et al., 2018; GUZMAN; SANTINI, 2019; PEREZ-GIL, 2008; ROLDAN et
al., 2016).

Os fosfolipidios formam monocamadas orientadas na interface ar-
agua, devido suas caracteristicas anfifilicas. Em sua estrutura, possuem
dois grupos, o grupo das cabecas polares, que tem afinidade com a agua

e 0 grupo das caudas apolares, ficando orientadas para a fase gasosa
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(PEREZ-GIL, 2008). O comportamento interfacial dos fosfolipidios
depende das suas estruturas quimicas, tanto para as cabecas polares,
guanto para as caudas apolares, pois essas caracteristicas determinam
as temperaturas de transi¢coes de fases, a fusdo do estado ordenado para
desordenado e a atividade de superficie (BERNHARD, 2016; BLANCO;
PEREZ-GIL, 2007; PEREZ-GIL, 2008). Além disso, os fosfolipidios s&o
componentes essenciais para muitas secrecfes e ainda ha relato de que
participam da permeabilizacdo das membranas, que sdo promovidas
pelas proteinas (PARRA et al., 2013).

As fosfatidilcolinas (PCs) atuam principalmente reduzindo a tenséo
superficial da agua presente na cavidade alveolar. Nesse processo, a
molécula de DPPC desenvolve um papel importante, devido a sua
atividade de superficie na interface ar-agua (HIDALGO; CRUZ; PEREZ-
GIL, 2015). Além disso, a temperatura de fusdo do DPPC, em torno de 41
°C Ihe confere rigidez e propriedades de empacotamento (CURSTEDT;
HALLIDAY; SPEER, 2015; HIDALGO; CRUZ; PEREZ-GIL, 2015; PEREZ-
GIL, 2008). Em temperatura fisiologica, o0 DPPC estd em um estado de
gel cristalino e, nesse estado, o lipidio consegue reduzir a tensao
superficial para quase 0 mN m™ quando é incorporado na interface
(BLANCO; PEREZ-GIL, 2007; HIDALGO; CRUZ; PEREZ-GIL, 2015).

Na interface ar-agua, existe uma tensdo superficial (y) de
aproximadamente 70 mN m™ (BAOUKINA; TIELEMAN, 2016; LOPEZ-
RODRIGUEZ; PEREZ-GIL, 2014). Portanto, para que ocorra a expansao
dessa interface, exige-se a realizacdo de uma quantidade de trabalho
muito significativa, uma vez que o raio dos alvéolos € muito pequeno
(aproximadamente 0,1 mm) e a pressao interna P é muito alta. Isso pode

ser observado segundo a equacao de Young-Laplace:
AP = 2y/R Eq.1

onde AP é a variacdo de pressao entre superficies, y € a tensdo da
superficie alveolar e R é o raio dos alvéolos. Nessas condicdes, a regido
alveolar é muito instavel, entdo o surfactante pulmonar forma um filme

fino estavel dentro dos alvéolos, permitindo o mecanismo de expansao
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pulmonar e promovendo o equilibrio da tenséo superficial em torno de 20—
25 mN m* (BAOUKINA; TIELEMAN, 2016; LOPEZ-RODRIGUEZ;
PEREZ-GIL, 2014). Quando ocorre a compressdo, pode-se chegar a
tensdes superficiais proximas de 0 mN m™* (BAER et al., 2019;
GUAGLIARDO et al., 2018; GUZMAN; SANTINI, 2019).

Quando os fosfolipidios sdo adsorvidos na interface das
monocamadas de surfactante, a tensdo superficial dos alvéolos
pulmonares diminui e a nova tensao superficial da monocamada pode ser

descrita de acordo com a Equagéao 2:

Ym(4L) =vo —(AL) Eq.2

onde y, € a tensdo superficial na interface ar-dgua pura,
aproximadamente 70 mN m™ a 37 °C, A, é a area de molécula por lipidio
e I1(4,) é a presséo de superficie resultante das interag6es moleculares
(BAOUKINA; TIELEMAN, 2016). O aumento ou diminuicdo da tenséo
superficial depende da densidade molecular na superficie, que €
inversamente proporcional a area por lipidio. Ou seja, a tenséo superficial
ird diminuir quando a densidade for maior na superficie, diminuindo a area
por lipidio. A densidade pode aumentar quando se tem adsorcdo de
surfactante na subfase ou quando se comprime a interface (BAOUKINA,
TIELEMAN, 2016).

No desenvolvimento de sua funcéo, a estrutura e a composi¢cao do
filme de surfactante pulmonar s&o fundamentais para determinar as
propriedades mecéanicas e de transporte sob condi¢Bes fisiologicas
variadas (OLMEDA; MARTINEZ-CALLE; PEREZ-GIL, 2017). O
surfactante pulmonar € organizado em dois arranjos moleculares
principais. O primeiro arranjo € através da monocamada lipidica, que se
adsorve na interface ar-agua. No entanto, o segundo arranjo é a
organizacdo de uma multicamada espessa, composta por Varias
bicamadas conectadas como agregados multilamelares (ANDERSSON et
al., 2018). Essa organizacdo permite que a adsor¢cao na interface ar-agua
seja rapida, a tensdo superficial diminua nas compressdes e o

espalhamento do surfactante pulmonar nos alvéolos ocorra de forma
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efetiva no processo respiratorio (LOPEZ-RODRIGUEZ; PEREZ-GIL,
2014).

As lipoproteinas, como mencionado anteriormente, também
possuem um papel importante na modulagdo do surfactante pulmonar.
Elas sdo divididas em SP-A e SP-D, com caracteristicas hidrofilicas, e SP-
B e SP-C, com caracteristicas hidrofébicas (GUAGLIARDO et al., 2018).

As proteinas SP-B e SP-C se encontram na monocamada, Sao
relativamente pequenas, fundamentais na adsorcdo interfacial do
surfactante e garantem estabilidade do filme durante os ciclos
respiratorios (GUAGLIARDO et al.,, 2018). A proteina SP-B tem maior
participacdo na adsorc¢ao lipidica, enquanto que, a proteina SP-C participa
efetivamente na formacdo de reservatorios lipidicos (VELDHUIZEN;
HAAGSMAN, 2000). A deficiencia da SP-B pode levar a obito, pois
nenhuma outra proteina € capaz de promover a funcdo respiratoria
(SERNA et al, 2013), tendo o transplante de pulm&o como Uunico
tratamento disponivel. A deficiéncia da SP-C n&o ¢ letal, mas pode causar
doencas pulmonares crénicas. No entanto, estudos in vivo demonstraram
gque a falta desta proteina ndo influencia na funcdo do surfactante
pulmonar, na composicao lipidica ou na oxigenacdo (DUNCAN; LARSON,
2010; ROLDAN et al., 2016; SCHURCH et al., 2010; VELDHUIZEN;
HAAGSMAN, 2000).

As proteinas SP-A e SP-D pertencem a familia das coletinas e
regulam o sistema imune. A SP-A tem uma afinidade particular com o
DPPC e essa associacao facilita o espalhamento da proteina, protegendo
a superficie respiratéria da entrada de patdégenos (GUAGLIARDO et al.,
2018; HAMM; KROEGEL; HOHLFELD, 1996). A falta dessa proteina
causa reducdo na absorcdo lipidica, enquanto que elevados niveis
colaboram para a homeostase do surfactante (GUAGLIARDO et al.,
2018). Similarmente, a SP-D promove a aglutinagcdo e depuracdo de
patégenos que dependem dos fons de célcio (Ca®*") e regula a
homeostase do surfactante. Estudos sugerem que a falta da SP-D esta
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associada ao acumulo de surfactante nas vias aéreas (GUAGLIARDO et
al., 2018; HAMM; KROEGEL; HOHLFELD, 1996).

No surfactante pulmonar, € comum ocorrer a coexisténcia de fases
devido aos ciclos respiratérios e as temperaturas de transicoes de fases
dos fosfolipidios, que diferem entre os lipidios saturados (como o DPPC,
que é de 41 °C) e os lipidios insaturados (como os PCs que € de
aproximadamente -2 °C) (PEREZ-GIL, 2008). Essa mistura de
fosfolipidios com diferentes temperaturas de transicdes confere ao
surfactante uma caracteristica de mistura fluidica, permitindo a rapida
adsorcdo na interface (PARRA; PEREZ-GIL, 2015; PEREZ-GIL, 2008).

As fases conhecidas séo a liquido condensado (LC) (Figura 2), onde
as estruturas dos fosfolipidios estdo dispostas como a de um sélido
semicristalino, e a fase liquida expandida (LE) (Figura 2), que é uma fase
fluida desordenada. Nessa regido de coexisténcia, o filme torna-se
resistente e flexivel. O colesterol também participa da manutencédo das
fases, gerando uma nova fase chamada liquida ordenada (LO). Essas
transicbes de fases ocorrem devido as temperaturas de transicdo dos
lipidios, que é préxima a temperatura corporal (37 °C) (CASALS;
CANADAS, 2012; DUNCAN; LARSON, 2010; PEREZ-GIL, 2008).
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Figura 2. Representacao de uma isoterma de Langmuir do DPPC,
onde as fases da organizacéo do filme de DPPC sao apresentadas com o
aumento da presséao de superficie. As moléculas se organizam até chegar
ao colapso em aproximadamente 65 mN m™, adaptada de Gonzélez e
colaboradores (2015) (GONZALEZ et al., 2015).

Os surfactantes pulmonares possuem organizacgéo similar ao DPPC,
visto que a sua composicdo majoritaria é do respectivo fosfolipidio. No
entanto, algumas diferencas existem, como é mostrado por Zhang e
colaboradores (2011) (Figura 3), quando o autor compara outros tipos de
surfactantes. Nesse caso, classificados como surfactantes exégenos
(ZHANG et al., 2011).
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Figura 3. Isotermas de transicdes de fases de diferentes tipos de
surfactantes pulmonares exdgenos e de diferentes composic¢des de
lipidios, adaptada de Zhang e colaboradores (2011) (ZHANG et al., 2011).
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3.2
Surfactantes Exégenos

Na década de 70 e meados da década de 80, uma das principais
causas da mortalidade neonatal era a sindrome do desconforto
respiratério (SDR), devido a insuficiéncia do surfactante natural (OWEN et
al., 2017). Nessa época, iniciou-se um novo tratamento com uma terapia
com surfactantes exdgenos oriundos de animais bovinos, suinos e até
mesmo de preparacdes sintéticas isentas de proteinas (OWEN et al.,
2017). Na década de 80, Fujiwara e colaboradores (1980), realizaram o
primeiro teste, com surfactantes exdgenos, com um grupo de pacientes
neonatais, e apresentou dados satisfatérios, quando utilizado surfactante
exdgeno bovino, melhorando a oxigenacdo alveolar e reduzindo a
mortalidade (FUJIWARA et al., 1980).

Os surfactantes de origem bovina sdo denominados de beractantes
e correspondem comercialmente ao Survanta®, BLES® e BNS®, sendo os
dois Ultimos obtidos através da lavagem broncoalveolar (HAMM,;
KROEGEL; HOHLFELD, 1996; ZHANG et al., 2011). Os surfactantes
derivados de suinos sdo da classe poractante alfa, disponivel
comercialmente com o nome CUROSURF® (HAMM; KROEGEL;
HOHLFELD, 1996; ZHANG et al., 2011). Os surfactantes sintéticos podem
possuir em sua composi¢ao apenas o DPPC ou uma mistura de DPPC e
POPG (HAMM; KROEGEL; HOHLFELD, 1996; ZHANG et al., 2011).
Todos os surfactantes citados possuem variagdo na composicdo de
fosfolipidios e das proteinas SP-B e SP-C (HAMM; KROEGEL;
HOHLFELD, 1996; ZHANG et al., 2011).

Para preservar a integridade dos surfactantes exodgenos durante a
terapia, S0 necessarias estratégias para que o mesmo nao seja inativado
no espaco alveolar. O uso de corticosteroides é uma das estratégias para
a terapia efetiva da SDR, bem como o tratamento para asma e displasia
broncopulmonar (CIMATO et al., 2016; CIMATO; FACORRO; MARTINEZ
SARRASAGUE, 2018). Com os resultados satisfatorios da terapia para a

SDR, ocorreu a ideia de utilizar a mesma terapia como forma de liberagéo
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de farmacos diretamente no pulmdo (KARADAG; OZDEMIR;
DEGIRMENCIOGLU, 2016). No entanto, apenas a reposicao de
surfactante exdgeno como tratamento de outras doencas pulmonares nao
se mostrou efetiva através de testes clinicos, devido as inibicbes pelos
componentes plasmaticos (BAER et al., 2019; DOYLE; CHEONG, 2017,
EINICKER-LAMAS et al., 2016).

3.3

Doencas Pulmonares

Sabe-se que o surfactante pulmonar é secretado pelas células do
tipo pneumdcitos Il. Sua producdo € realizada durante o periodo
gestacional, entre a 282 e a 34 semana (BERNHARD, 2016; BOEL;
BANERJEE; CHAKRABORTY, 2018). Bebés que nascem
prematuramente acabam ndo amadurecendo o0s pulmdes e,
consequentemente, nao produzem o surfactante  pulmonar,
desenvolvendo a SDR, que é considerada uma das maiores causas de
mortalidade entre os prematuros, além de doencas pulmonares crénicas
ao longo da vida (AGASSANDIAN; MALLAMPALLI, 2013; BAER et al.,
2019; BERNHARD, 2016; BOEL; BANERJEE; CHAKRABORTY, 2018;
GUAGLIARDO et al., 2018; HERMANS et al., 2015).

Em adultos a sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) é
um tipo de insuficiéncia respiratoria resultante de diversas infeccdes e
inflamacdes crbénicas que causam acumulo de liquidos nos pulmdes e
reducdo dos niveis de oxigénio no sangue (HAMM; KROEGEL;
HOHLFELD, 1996). Infelizmente, a SDRA s6 é diagnosticada quando a
lesdo pulmonar estd em estado avancado, comprometendo o surfactante
pulmonar, e consequentemente, a mecanica pulmonar (BAER et al.,
2019). A SDRA é considerada mais complexa que a SDR, devido as
dificuldades que envolvem o seu tratamento (AGASSANDIAN;
MALLAMPALLI, 2013; BAER et al, 2019; HAMM; KROEGEL;
HOHLFELD, 1996). A asma, sepse, pneumonia e a fibrose cistica sdo as

doencas pulmonares inflamatérias que mais causam mortes em pacientes
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em unidades de tratamento intensivo (UTI) (AGASSANDIAN;
MALLAMPALLI, 2013). Apesar de a fibrose cistica ser uma alteracdo
genética, a maior causa pela qual os pacientes perecem a esta doenca é
em funcdo das infeccdes e inflamacdes cronicas (AGASSANDIAN;
MALLAMPALLI, 2013; OSMAN et al., 2018).

3.3.1

Pneumonia

A pneumonia € a causa da morte de milhares de pacientes entre
criangas e adultos no mundo. Ela é desenvolvida a partir da inflamacao
dos alvéolos pulmonares através de virus e/ou bactérias (NAYAK et al.,
2019). Inicia-se no trato respiratorio superior e expande-se para a regiao
alveolar, causando o acumulo de liquido e dificultando as trocas gasosas
pulmonares (HAMM; KROEGEL; HOHLFELD, 1996; NAYAK et al., 2019).
Os sintomas desenvolvidos séo tosse, respiracdo rapida, dificuldade em
respirar e febre (HITTINGER et al., 2015; KALLANDER; NSUNGWA-
SABIITI; PETERSON, 2004; NAYAK et al, 2019). Comumente, a
pneumonia é ocasionada devido a infec¢cdes por bactérias do tipo
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus. No entanto, o
namero de espécies de bactérias capazes de promover a infec¢do pode
passar de 12 (BAER et al., 2019; HAMM; KROEGEL; HOHLFELD, 1996;
HITTINGER et al., 2015; NAYAK et al., 2019).

Ao atingirem os alvéolos pulmonares, os patdégenos inativam o
surfactante pulmonar, uma vez que causam a desorganizagdo na
estrutura organizacional dos fosfolipidios. Essa desorganizacdo ocorre
devido as células dos patdgenos terem afinidade e facilidade de se ligar
com os componentes do surfactante e agirem causando as inflamacgdes
na regido pulmonar (WRIGHT et al., 2001).
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3.4

Tratamentos

3.4.1

Tratamento Convencional

A partir do século XX, o tratamento para a pneumonia avangou,
assim como a sobrevivéncia dos pacientes, uma vez que se deu inicio ao
uso de antibioticos como forma de tratamento para a doenca (CILLONIZ
et al., 2016). No entanto, devido as dificuldades em diagnosticar qual € o
patébgeno responséavel pela inflamacdo, os pacientes sao submetidos a
tratamentos com antibidticos que atingem tanto bactérias gram-negativas
guanto gram-positivas, conhecidos como antibidticos de amplo espectro
(CILLONIZ et al., 2016; NAYAK et al., 2019).

Contudo, os patégenos podem desenvolver resisténcia na acao dos
antibioticos utilizados como tratamento, uma vez que 0s mesmos podem
sofrer mutacbes e selecbes nos seus genes, inativando o efeito do
medicamento (FAIR; TOR, 2014). O mecanismo para a ocorréncia das
mutacdes pode ser de origem enddgena ou exdgena (SILVER, 2011).
Outro fator que contribui para o crescente indice de resisténcia bacteriana
€ a indicacao excessiva de antibibticos, por parte dos médicos, para tratar
sintomas que ndo sdo causados por bactérias (FAIR; TOR, 2014;
SILVER, 2011; WELTE et al., 2019).

A origem exdgena ocorre através da transmissdo de microrganismos
patogénicos, a partir de organismos ambientais, que podem ser
naturalmente produtores de antibidticos, ou até mesmo devido ao
comensalismo. O mecanismo de resisténcia, nesta classe, pode decorrer
pelo efeito de efluxo, degradacdo e modificagdo celular, atingindo os
farmacos dos grupos dos macrolidios, beta-lactamicos e tetraciclinas.
Além disso, esses microrganismos podem agir protegendo, modificando
ou substituindo seus alvos pelos farmacos dos grupos das vancomicinas
e das fluoroquinolonas (SILVER, 2011).
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Na origem enddgena, o mecanismo de resisténcia ocorre pela
reducdo da absorcdo celular (permeabilidade), perda de ativagdo e
regulacdo positiva do alvo. O grupo de farmacos que sao atingidos
através desses mecanismos sdo as fosfomicinas, as vancomicinas, as

fluoroquinolonas e as metronidazois (SILVER, 2011).

A resisténcia bacteriana é considerada problema de saude global.
Estratégias para o controle do surgimento dos patdgenos resistentes
precisam ser ampliadas (BAER et al.,, 2019). Sendo assim, novos
tratamentos e abordagens s&do necessarios, como, por exemplo, o
desenvolvimento de novos antibidticos que sejam menos suscetiveis a
resisténcia bacteriana (BAER et al., 2019; BANASCHEWSKI et al., 2015;
MANZINI et al., 2014).

3.4.2

Tratamentos Alternativos

Muitas alternativas para o combate da resisténcia bacteriana estéo
sendo desenvolvidas. Dentre elas, estdo potenciais substituintes para os
antibioticos convencionais, como os bacteriéfagos, probioticos e peptidios
antimicrobianos (BANASCHEWSKI et al., 2015; HIEMSTRA et al., 2016)
Os peptidios antimicrobianos sdo uma classe de antibiéticos que esta
ganhando grande atencdo com o decorrer dos anos, devido suas
caracteristicas e a capacidade em cessar 0 crescimento dos
microrganismos (BANASCHEWSKI et al., 2015; CARRETERO et al.,
2018; REIS et al., 2018; SANTOS et al., 2010; VERLY et al., 2008).

Por fazerem parte do sistema imune, os peptidios antimicrobianos
agem como um antibiotico enddgeno, destruindo diretamente as células
dos patogenos (BANASCHEWSKI et al., 2015). Eles s&o menos
suscetiveis a induzir a resisténcia bacteriana, levando em conta seu
mecanismo de acdo (BANASCHEWSKI et al.,, 2015; TORCATO et al.,
2013). Além disso, o interesse em aplicagfes farmacéuticas se da devido

a pequena sequéncia genética dos peptidios, o que facilita a sintese dos
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mesmos (BANASCHEWSKI et al., 2015; TORCATO et al, 2013;
WADHWANI et al., 2014).

3.5

Peptidios Antimicrobianos

Os peptidios antimicrobianos sdo a primeira linha de defesa dos
organismos multicelulares. Possuem ampla acdo em bactérias, virus,
fungos e células cancerigenas. A primeira proteina identificada com acao
antimicrobiana por Alexandre Fleming em 1922 foi a Lisozima (ZHANG,;
GALLO, 2016). Porém, o mesmo descobriu a penicilina em 1940,
ofuscando o interesse nos peptidios e nas proteinas antimicrobianas. Em
1960, o crescente indice de casos de resisténcia bacteriana a mdaltiplos
antibiéticos motivou resgatar o interesse em pesquisar essas pequenas
moléculas que teriam funcéo na defesa do hospedeiro (CORREA et al.,
2019; ZHANG; GALLO, 2016).

Sao pequenas moléculas anfifilicas, carregadas positivamente,
formadas por aminoécidos e contendo entre 10 e 50 residuos (TORCATO
et al., 2013; ZHANG; GALLO, 2016). Essas caracteristicas facilitam sua
penetracdo nas camadas lipidicas das células dos microrganismos
através da combinacdo com a membrana e com 0S componentes
citoplasmaéticos dos microrganismos (CORREA et al., 2019; GUSMAO et
al., 2017; VERLY et al., 2017). Agem promovendo alteracBes celulares
como a formacdo de poros, extravasamento celular, e entdo a morte
celular (CORREA et al., 2019; GOMES et al., 2018; TORRES et al., 2018;
VERLY et al., 2009).

A acdo dos peptidios no alvo pode ser mediada com ou sem
receptores. Os mediados sem receptores sdo mais diversificados quanto
a composicao de aminoacidos, por ndo possuirem receptores especificos
e seus alvos serem as membranas celulares (CORREA et al., 2019). As
células dos microrganismos sdo compostas por fosfolipidios carregados
negativamente; as bactérias gram-positivas possuem acido teicoico,

enquanto que as gram-negativas possuem lipopolissacaridios, e essas
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duas substancias também possuem carga negativa. Essas caracteristicas
sdo fundamentais para que ocorra a acao imediata dos peptidios
antimicrobianos nas células dos microrganismos (CORREA et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2008; VERLY et al., 2017).

No pulméo, os peptidios contribuem para a defesa do sistema
imune, agindo contra 0s microrganismos causadores de inflamacdes. As
classes dos peptidios que séo frequentes nos tecidos pulmonares séo as
a- e B-defensinas. Os peptidios que fazem parte deste grupo sédo o HBD-
1, HBD-2, HBD-3 (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019). Os peptidios LL-
37, CATH-2, SMAP-29 sdo exemplos da classe das catelicidinas (SOUZA
et al.,, 2018). Esses grupos sdo considerados 0s principais e agem no
rompimento das membranas celulares (HIEMSTRA et al., 2016; ZHANG,;
GALLO, 2016).

Devido suas caracteristicas estruturais, os peptidios antimicrobianos
possuem forte interagdo com as cabecas polares dos fosfolipidios do
surfactante pulmonar. Quando eles penetram a membrana, sofrem
reducdo na atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2018). Para que a
liberacdo dos peptidios seja efetiva nos alvéolos pulmonares, sao
necessarios agentes carreadores que penetram a membrana sem causar
danos estruturais no surfactante pulmonar (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL,
2019; SOUZA et al., 2018).

3.5.1
BP-100

O BP-100 é um peptidio catiénico hibrido, derivado dos peptidios
naturais melittin e cecropin A, e que apresenta carga +6 em pH fisioldgico.
Possui a sequéncia de 11 aminoacidos H-KKLFKKILKYL-NH; (H-Lys-Lys-
Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Leu-Lys-Tyr-Leu-NH;) e tem massa molecular de
1420,88 g mol™ (CARRETERO et al., 2018; EALES et al., 2018; MANZINI
et al., 2014). Ele age como um peptidio de penetracédo celular, inibindo o
crescimento de microrganismos e possui baixa susceptibilidade de
degradacéao das proteases (MANZINI et al., 2014; TORCATO et al., 2013).
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Em membranas, apresenta uma estrutura helicoidal anfifilica, uma vez
que sua hélice € muito curta e ndo abrange com totalidade uma
membrana lipidica tipica. Seu comprimento é de 16,5 A, ou seja, 1,5 A por
residuo em uma a-hélice ideal (MANZINI et al., 2014; PARK et al., 2019;
TORCATO et al., 2013; TORRES et al., 2018, 2019; WADHWANI et al.,

2014).

O BP-100 (Figura 4) interage com a membrana celular, porém seu
mecanismo de agdo em nivel molecular ndo é completamente entendido.
Ele interage com fosfolipidios carregados negativamente (CARRETERO
et al., 2018; TORRES et al., 2018). Nas bactérias gram-negativas, se liga
aos lipopolissacaridios, ao passo que em bactérias gram-positivas,
interage com o &cido teicéico (CARRETERO et al., 2018; PARK et al.,
2019). Estudos envolvendo microscopia de forga atdmica revelaram que o
mesmo age destruindo progressivamente a estrutura celular da E. coli,
causando o extravasamento citoplasmatico, com concentracao inibitéria
minima de 3 pM (ZAMORA-CARRERAS et al.,, 2016). Torres e
colaboradores (2018) observaram que o BP-100 ligado covalentemente
em nanoparticulas de alumina apresentou eficiéncia na atividade
antibacteriana, maior estabilidade e foi capaz de desorganizar a
integridade das bicamadas fosfolipidicas das células das cepas de E. coli
e S. typhimurium (TORRES et al., 2018).
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Figura 4. Estrutura quimica do BP-100, adaptada de Carretero e
colaboradores (2018) (CARRETERO et al., 2018).
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Sugere-se que o BP-100 (Figura 5) forme um “tapete” na superficie
ao interagir com a membrana, inserindo-se dinamicamente no nucleo da

bicamada, provocando desordem, aumento da permeabilidade e morte da
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célula bacteriana (WADHWANI et al., 2014). E importante citar que no é
necesséaria a organizacdo de um oligbmero ou a formagdo de um poro
transmembranar. Esse mecanismo se da por conta da sua hélice curta e
anfifilica (WADHWANI et al., 2014; ZAMORA-CARRERAS et al., 2016).

Figura 5. Estrutura alfa-hélice a-BP-100, adaptada de Park e
colaboradores (2019) (PARK et al., 2019).

3.6

Carreamento de Farmacos

Em adultos, o pulmdo possui uma area superficial absorvente de
aproximadamente 140 m?, sendo capaz de absorver farmacos de forma
sistémica ou topica (PATIL; SARASIJA, 2012). Essa caracteristica esta
gerando grandes interesses na pesquisa de novas formas de
administracdo ndo invasiva de agentes terapéuticos. Além disso, as
caracteristicas morfologicas dos farmacos, tais como tamanho, geometria,
superficie, influenciam diretamente na deposicdo dos mesmos nos
pulmdes (PATIL; SARASIJA, 2012).

Direcionar farmacos a alvos especificos, principalmente no pulméao,
€ um desafio. Dependendo da via de administragdo, ha dificuldades em
carrear o farmaco no local desejado por um periodo de tempo efetivo
(KLEBOWSKI et al.,, 2018). Desta forma, o sistema de carreamento
assume papel importante para a efetividade da entrega e acédo dos
farmacos, além da possibilidade de solucionar problemas de barreiras
bioquimicas do organismo (PATIL; SARASIJA, 2012).
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Os sistemas de carreamento também podem resolver problemas
que envolvem a solubilidade do farmaco, a protecédo da fotodegradacao e
as alteracbes de pH. Os meios mais comuns de carreamento de farmacos
incluem lipossomas, cristais liquidos, dendrimeros, ciclodextrinas,
micelas, lipoplexos, polimerossomos, hidrogéis e nanoparticulas
(nanoesferas e nanocgpsulas) (HO et al., 2019; KLEBOWSKI et al.,
2018).

Com o objetivo de aprimorar a eficiéncia do carreamento de
farmacos, as nanoparticulas estdo sendo introduzidas como sistemas de
entrega de farmacos (do inglés Drug Delivery). Nesse contexto, o uso de
nanoparticulas de ouro, para o desenvolvimento de novos tratamentos, se
torna promissor para inUmeras doencas, dentre elas as respiratérias
(JELINKOVA et al., 2019; RIZVI; SALEH, 2018).

3.6.1

Nanoparticulas

Estruturas em nanoescala estdo despertando grande interesse em
diversos campos da ciéncia por apresentarem varias propriedades fisicas
e quimicas que favorecem o seu uso, como, por exemplo, o tamanho,
area superficial e facilidade de manipulagcdo (ELAHI; KAMALI,
BAGHERSAD, 2018). Dentre o0s nanomateriais estudados, as
nanoparticulas de ouro estdo sendo amplamente investigadas por
possuirem, além das caracteristicas citadas, alto coeficiente de absorcao
de raios X. Também, é possivel controlar as propriedades fisico-quimicas
durante a sintese, possibilitando a aplicacdo nos mais variados campos
cientificos (ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018, MAHMOODI,
GHAVIDAST; AMIRMAHANI, 2016; RAMALINGAM, 2019).

As nanoparticulas de ouro possuem caracteristicas dominantes
como as propriedades optoeletrbnicas, que estdo associadas a forma, a
biocompatibilidade e a baixa toxicidade ao organismo. Suas propriedades
fisicas e a ressonancia plasmoénica de superficie dependem de sua

morfologia, estando associada as suas caracteristicas Opticas
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(RAMALINGAM, 2019). Para aplicacdes biomédicas, sugere-se que as
nanoparticulas possuam tamanhos inferiores a 200 nm, pois as mesmas
podem ativar o sistema linfatico e serem removidas do organismo
rapidamente. No entanto, nanoparticulas de ouro com tamanhos inferiores
a 100 nm sdo capazes de atravessar membranas e também serem
adsorvidas nas células endoteliais da pele (KHAN; SAEED; KHAN, 2017;
RIZVI; SALEH, 2018). Sendo assim, nanoparticulas sdo capazes de
atravessar barreiras, antes muito dificeis de serem atingidas, fornecendo
quantidades de farmacos capazes de tratar doencas que até entdo eram
dificeis de serem tratadas (RAMALINGAM, 2019; RIZVI; SALEH, 2018).

Como mencionado, o tamanho € umas das principais caracteristicas
das nanoparticulas, pois afeta como as células do corpo as enxergam,
determinando sua distribui¢cdo, toxicidade, capacidade de direcionamento
e absorcéo (ou adsorcao) celular (RAMALINGAM, 2019; RIZVI; SALEH,
2018). Estudos mostraram que nanoparticulas com tamanhos variando
entre 12 e 40 nm de didmetro ndo apresentaram toxicidade para células
do sistema imunolégico (BARRETO et al., 2014).

De Jong e colaboradores (2008), ao variar o tamanho das
nanoparticulas de ouro (10, 50, 100 e 250 nm), observaram que as
menores se distribuiram mais nos tecidos apos 24 horas de injecao,
enguanto que as maiores foram encontradas exclusivamente em 6rgaos
como figado, baco e também na corrente sanguinea (DE JONG et al.,
2008). O mesmo foi observado por Sonavane e colaboradores (2008),
demonstrando que, quanto maior o tamanho das nanoparticulas, as
mesmas tendem a formar agregados nos 6rgdos, diminuindo sua
eficiéncia e aumentando sua citotoxicidade (GOODMAN et al., 2004;
SONAVANE; TOMODA; MAKINO, 2008).

Luo e colaboradores (2018) observaram, através da dinamica
molecular, que as nanoparticulas com diametros menores que 5 nm
podem permear monocamadas fosfolipidicas, como, por exemplo, o
surfactante pulmonar, sem influenciar na estrutura organizacional dos

fosfolipidios. Porém, quando o tamanho das mesmas aumentou, para
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aproximadamente 10 nm, a transposi¢cdo se tornou menos eficiente,
promovendo a desorganizacdo estrutural dos fosfolipidios (LUO et al.,
2018). Aléem do tamanho, a forma da nanoparticula, como, por exemplo,
esférica, cilindrica ou em disco, também pode afetar a sua permeacao em
monocamadas fosfolipidicas, bem como promover a desorganiza¢do dos
fosfolipidios. Assim, o didmetro torna-se também um fator importante para
a transposicado deste tipo de nanoparticula em modelos de surfactante
pulmonar (LIN; ZUO; GU, 2015; YUE et al., 2017).

Outro fator é o efeito da densidade de cargas, principalmente em
estudos in vitro que envolvam analises de toxicologia e administracdo de
farmacos. As cargas da superficie da nanoparticula podem promover a
permeacdo e a adsor¢cdo das mesmas na superficie das monocamadas
fosfolipidicas. A capacidade de adsor¢cao aumenta na medida em que a
densidade de cargas superficiais da nanoparticula aumenta (CHEN et al.,
2017; HU et al., 2013).

Lin e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos das interagdes das
nanoparticulas de ouro, com carater hidrofilico e hidrofébico, em um
modelo de surfactante pulmonar contendo DPPC. Os autores observaram
que a nanoparticula de ouro com carater hidrofilico ndo influenciou na
organizacdo dos fosfolipidios ao atravessar a monocamada fosfolipidica.
O contrario ocorreu com a nanoparticula com carater hidrofébico. Xu e
colaboradores (2017) também observaram que nanoparticulas
hidrofobicas interagiram com os fosfolipidios do modelo de surfactante
pulmonar, enquanto que as nanoparticulas hidrofilicas permearam a
monocamada sem influenciar na organizacdo dos fosfolipidios (XU et al.,
2017).

Utilizar nanoparticulas como entrega de farmacos tém permitido
grandes avanc¢os em terapias respiratorias. No entanto, faz-se necessario
entender os efeitos colaterais das mesmas no surfactante pulmonar,
como demonstrado por Lin e colaboradores (LIN et al., 2014). Estudos in
vitro sugerem que a inalacdo de nanoparticulas de ouro com carater

hidrofébico faz com que elas permanecam nos alvéolos pulmonares por
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mais tempo. Esse comportamento pode afetar as funcdes respiratorias,
uma vez que as mesmas interagem com os fosfolipidios, promovendo a

desorganizacao estrutural do surfactante pulmonar (ZHANG et al., 2018).

O direcionamento das nanoparticulas pode ocorrer de forma passiva
ou ativa, atravessando os tecidos inflamados. A forma ativa acontece
qgquando o sistema transportador do farmaco € conjugado a um alvo
especifico da célula (MENON; RAJESHKUMAR; S, 2017). O
direcionamento passivo ocorre quando a nanoparticula atinge o 6rgdo
alvo devido aos espacos vazios entre as juncdes celulares (MENON;
RAJESHKUMAR; S, 2017). O direcionamento ativo de antibidticos esta
relacionado com a ligacao prolongada e com a interacdo do alvo através
da sua superficie funcionalizada, alterando a permeabilidade da
membrana das bactérias, inibindo a atividade enzimética, a respiracdo
celular e levando & morte da célula (CORREA et al., 2019). Esse
processo diminui o uso de altas concentracfes de antibiéticos, diminuindo
os efeitos colaterais que os mesmos provocam (CORREA et al., 2019).
Quando sédo associados com peptidios antimicrobianos, a suscetibilidade
em ocorrer resisténcia bacteriana diminui consideravelmente (CORREA et
al., 2019; MENON; RAJESHKUMAR; S, 2017).

Sao varios os métodos para a sintese das nanoparticulas de ouro
que podem ser divididos em duas classes: top-down e bottom-up (ELAHI;
KAMALI; BAGHERSAD, 2018; KHAN; SAEED; KHAN, 2017). Na sintese
top-down, é empregada a abordagem destrutiva e inicia-se com uma
molécula grande, que é decomposta em moléculas menores até serem
convertidas em nanoparticulas com tamanhos adequados (BAHRAMI et
al., 2017; ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018; KHAN; SAEED; KHAN,
2017).

Na sintese bottom-up, também conhecida como abordagem de
construgdo, as nanoparticulas sado obtidas a partir de substancias mais
simples (BAHRAMI et al., 2017; ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018;
KHAN; SAEED; KHAN, 2017). Podem ser utilizados métodos quimicos,

fisicos e biolégicos. Nos métodos fisicos, sdo aplicados a irradiacdo de
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raios gama, micro-ondas, radiacdo ultravioleta, processos fotoquimicos e
termoliticos. Nos métodos quimicos, séo realizadas reac¢des quimicas em
meios aquosos por um agente redutor, como, por exemplo, citrato ou boro
hidreto de sodio. Nesse método, o procedimento de Turkevich
(TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951) é muito utilizado devido a
vantagens como facilidade na sintese, tamanho controlado e estabilidade
das nanoparticulas coloidais. A sintese biolégica € uma via em que
objetiva-se reduzir residuos perigosos para auxiliar na quimica verde,
sendo empregados compostos e derivados de vegetais, bactérias, fungos
e algas (BAHRAMI et al., 2017; ELAHI; KAMALI; BAGHERSAD, 2018;
KHAN; SAEED; KHAN, 2017).

3.6.2

Revestimentos

A estabilizacdo coloidal das nanoparticulas de ouro se da através da
competicdo das forcas de atracdo de van der Waals, repulsdo de dupla
camada e forcas de interacdo estérica. Quando as nanoparticulas de ouro
puras sdo colocadas em meio aquoso, a estabilidade coloidal diminui,
fazendo com que as forcas de atracdo se sobressaiam as demais e,
entdo, forme agregados coloidais. Para que a estabilidade aumente, é
necessario que sejam conjugados polimeros e/ou biomoléculas a
superficie das nanoparticulas, que sdo capazes de proteger as mesmas
contra a agregacdo, que € induzida pelos eletrélitos do meio aquoso.
Existem relatos na literatura que farmacos adsorvidos na superficie das
nanoparticulas e revestidos com essas moléculas tiveram a eficiéncia de
liberacdo aumentada nos alvos de tratamento (MAHMOODI;
GHAVIDAST; AMIRMAHANI, 2016; PEREZ-ORTIZ et al., 2017).

Um dos polimeros relatados na literatura como revestimento de
nanoparticulas € o polietilenoglicol (PEG). O PEG possui solubilidade em
agua, apresenta baixa toxicidade, que depende do tamanho da cadeia
polimérica, e melhora a permeabilidade nas células (KLEBOWSKI et al.,
2018; MAHMOODI; GHAVIDAST; AMIRMAHANI, 2016). O revestimento
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de nanoparticulas de ouro com PEG faz com que as mesmas
permanegam mais tempo em circulagdo no organismo e aumente a
concentracdo de farmacos nos tecidos doentes, pois o0 PEG age como
uma espécie de “capa”’, fazendo com que as nanoparticulas ndo sejam
expelidas do organismo antes que cheguem ao alvo de interesse para o
tratamento (LEE et al., 2014; YANG et al, 2019). S&o utilizadas
terminacées em tiol (SH) ou amina (NH;) nas cadeias poliméricas de
PEG, a fim de se aprimorar a estabilidade, a biocompatibilidade e a
permeabilidade das nanoparticulas nas membranas (HO et al., 2019;
KLEBOWSKI et al., 2018).

Em um estudo realizado por Bai e colaboradores (2020), os autores
observaram que o tamanho da cadeia polimérica também influencia na
espontaneidade da transposicdo de nanoparticulas de ouro. Quando as
mesmas foram encapsuladas com uma cadeia polimérica de PEG
contendo 5 unidades de monémeros, as nanoparticulas ndo permearam a
monocamada de fosfolipidios do modelo de surfactante pulmonar. No
entanto, quando encapsuladas com uma cadeia polimérica maior, com 10
unidades de monémeros, as nanoparticulas apresentaram facilidade em

permear a monocamada fosfolipidica (BAI; LI; HU, 2020).

O poliestireno (PS) também é um polimero que pode ser utilizado
como revestimentos de nanoparticulas. Porém, devido o seu carater
hidrofébico leva a formacdo de agregados na interface ar-agua
(PERCEBOM et al., 2016). A miscibilidade do PS esta relacionada com a
massa utilizada para recobrir as nanoparticulas e com o tamanho das
nanoparticulas de ouro. Lamarre e colaboradores (2015) observaram que
as nanoparticulas de ouro com o diametro de aproximadamente 2,7 nm e
66000 g mol® de poliestireno apresentaram miscibilidade em &gua
quando comparada com diametros maiores (~ 6 nm) com a mesma
massa de poliestireno (LAMARRE; YOCKELL-LELIEVRE; RITCEY, 2015).

Na literatura, encontram-se ainda relatos sobre a utilizacdo de
copolimeros anfifilicos, como revestimento de nanoparticulas. Estes séo

construidos em blocos a partir de dois ou mais polimeros, que
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apresentam caracteristicas hidrofébicas e hidrofilicas. S&o varios os
copolimeros que podem ser sintetizados, como, por exemplo, o
copolimero em bloco poli (6xido de etileno) -b - poli (6xido de propileno)
(PEG-b-PPO), o poli (2-vinilpiridina) -b-poli (6xido de etileno) (P2VP-b-
PEG), o poliestireno-b-poli 6xido de etileno (PS-b-PEG), entre outros. No
entanto, é preciso avaliar a hidrofobicidade dos polimeros e a toxicidade
dos mesmos para serem aplicados no direcionamento de farmacos
(PERCEBOM; HELENA; COSTA, 2019).

O copolimero em bloco PEG-b-PS tem ganhado atencdo pela sua
estabilidade, promocdo a adesdo celular e por aumentar a atividade
catalitica na reducdo de compostos que sdo utilizados na sintese de
analgésicos, como o 4-nitrofenol para 4-aminofenol (GRUNEWALD et al.,
2018; MALMSTROM; TRAVAS-SEJDIC, 2013; QUE et al., 2015). Desta
forma, ele foi escolhido para este trabalho a fim de se avaliar o seu
comportamento na transposicdo do BP-100 adsorvido na superficie da

nanoparticula de ouro.

3.7

Simulacdo Molecular

Considerada uma ferramenta importante para o estudo de sistemas
biolégicos, simulagbes moleculares séo utilizadas cada vez mais para
compreender mecanismos de sistemas biologicos (BAOUKINA;
TIELEMAN, 2016; BERNARDI; MELO; SCHULTEN, 2015; HANSSON;
OOSTENBRINK; GUNSTEREN, 2002). As técnicas de simulagdo podem
fornecer imagens detalhadas do sistema, permitindo obter informacdes
fundamentais, que séo dificilmente obtidas por métodos experimentais,
como, por exemplo, a organizagdo estrutural dos fosfolipidios, a
agregacao e a transicao de fases (LYUBARTSEV; RABINOVICH, 2016).
O avanco das ferramentas computacionais € uma das razdes para o
grande crescimento do interesse nas simulagbes computacionais
(ADCOCK; MCCAMMON, 2006; OLLILA; PABST, 2016).
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3.7.1
Dinamica Molecular Classica

A dindmica molecular € uma técnica computacional que calcula as
interacdes de atomos e moléculas. Pode ser aplicada para a investigacao
de diversas propriedades em diversos campos cientificos. Os métodos
denominados classicos, também denominados de métodos de mecénica
molecular, permitem obter modelos que podem ser aplicados na
investigagdo de sistemas biomoleculares (ADCOCK; MCCAMMON,
2006). Por exemplo, sdo usados em pesquisas relacionadas a biologia
molecular, bioquimica estrutural, biotecnologia, etc. Através da dinamica
molecular € possivel avaliar propriedades termodinamicas e fendbmenos
de transporte desses sistemas, a partir da solucdo da equacéo classica
da segunda lei de Newton (Equacao 3):

— d?7, _dy;

E dtz m; Emi = 5imi Eq 3

onde F; é a forca aplicada a particula i na posi¢ao ri, t € o tempo, v; é a

velocidade e a; € a aceleracdo da particula i de massa m;.

Também é possivel expressar a forca por meio da energia potencial

de cada particula através da Equagéo 4:

o av
F, = ~oF Eq. 4
A forca que atua sobre cada particula é obtida a partir da derivada
primeira da energia potencial em relacdo as posicdes (Equacdo 4),
gerando a aceleracéo da particula. Com isso, ao integrar as equacdes de
movimento, obtém-se as velocidades das particulas que proporcionam o0s
calculos das posi¢cOes das mesmas. As energias potencial e cinética do
sistema sao obtidas a partir das novas posicdes e velocidades de cada
particula. Ao aplicar varias vezes esses calculos, obtém-se uma trajetéria,
gue € o conjunto de posicoes e velocidades de cada particula ao longo do
tempo.
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3.7.2
Ensembles

S&o um conjunto de microestados que permite manter constantes as
configuracbes (da particula) e propriedades termodindmicas (pressao,
temperatura, energia interna) do sistema durante a integragdo das
equacdes de Newton. Os ensembles termodinamicos (NVE, NVT, NPT,
NyT) podem ser definidos através da mecéanica quéantica ou classica
(MCQUARRIE, 2004).

O ensemble microcanénico NVE foi um dos primeiros ensembles
desenvolvidos. Durante a simulacdo, o numero de particulas (N), volume
(V) e energia (E) sdo mantidos constantes. Para controlar separadamente
o volume (V), a temperatura (T) e a pressao (P), e ndo a energia total (E),
ensembles alternativos foram criados. No ensemble candnico NVT, o
namero de particulas (N), volume (V) e temperatura (T) sdo mantidos
constantes. No ensemble isotérmico-isobarico NPT, o numero de
particulas (N), presséo (P) e temperatura (T) sdo mantidos constantes. E
no ensemble Ny T, sdo mantidos constantes o numero de particulas (N), a
temperatura (T) e a tensdo superficial (y) (BUSSI; DONADIO;
PARRINELLO, 2007).

3.7.3

Campos de Forca

O conjunto de parametros que descrevem 0s potenciais das
interacOes ligadas e néo-ligadas entre as particulas estdo contidos no
campo de forca. (POURMOUSA; PASTOR, 2018). O desenvolvimento de
um campo de forca esta diretamente relacionado a encontrar valores que
melhor descrevem as interagdes moleculares dos sistemas. Uma das
formas de se parametrizar um campo de forca é através dos calculos ab
initio, que determinam as cargas parciais dos atomos e algumas
interagdes intramoleculares (LYUBARTSEV; RABINOVICH, 2016).
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O avanc¢o computacional permitiu o desenvolvimento de campos de
forca que podem ser utilizados no estudo de interagbes de atomos e
moléculas em sistemas biolégicos. Os campos de forca ndo polarizaveis
disponiveis atualmente sdo descritos através dos modelos: All-Atom (AA),
United-Atom (UA) e coarse grained (CG) (OLLILA; PABST, 2016;
POURMOUSA; PASTOR, 2018; VENABLE; BROWN; PASTOR, 2015).

No campo de forca AA, cada atomo, incluindo os atomos de
hidrogénio, séo tratados separadamente. Esse campo de forca permite
calcular propriedades a partir de escalas nanométricas e escalas de
tempo de nanosegundos, possibilitando obter informacdes a nivel atbmico
(BENNETT; TIELEMAN, 2013; POURMOUSA; PASTOR, 2018; WANG et
al.,, 2016). Simulacbes utilizando esse campo de forgca permitem
compreender diversos sistemas bioldgicos desde moléculas muito
pequenas como peptidios, até moléculas muito grandes, como complexos
proteicos (BERNARDI; MELO; SCHULTEN, 2015).

No campo de forca UA, os hidrogénios e atomos pesados séo
unidos, formando grupos ndo polares de hidrocarbonetos (CH, CH; e
CHj3). Estes grupos sao considerados uma Unica particula e, por este fato,
esses campos de forca sao até 3 vezes mais rapidos quando comparado
com campos de forcas AA (LYUBARTSEV; RABINOVICH, 2016). O
desenvolvimento desse campo de forca permitiu reproduzir propriedades
termodindmicas, possibilitando obter algumas informacdes em escala
atdbmica de modelos de sistemas biomoleculares. Porém, a viabilidade de
simular sistemas em escala espacial de centenas de nandmetros e em
escala temporal de centenas de microssegundos ainda € uma limitacédo
(BERNARDI; MELO; SCHULTEN, 2015; LYUBARTSEV; RABINOVICH,
2016).

O campo de forca CG permite agrupar um conjunto de &tomos
pesados (C, O, P, N) e formar grdos. O agrupamento ocorre atravées de
um mapeamento de quatro atomos pesados para um grao, que
representa o0 centro de interacdo (BENNETT; TIELEMAN, 2013;
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MARRINK et al., 2007, MIGUEL; PERILLO; VILLARREAL, 2016;
POURMOUSA; PASTOR, 2018; SIANI et al., 2016).

As interacfes dos graos sao representadas por quatro sitios
principais sendo eles polar (P), ndo-polar (N), apolar (C) e carregado (Q).
Esses sitios sdo subdivididos para representar a natureza quimica das
estruturas atdmicas. Quando o sitio tem a capacidade de realizar ligacdes
de hidrogénio, ele se divide em doador (d), aceptor (a), doador-aceptor
(da) ou nenhuma (0). Outra divisdo dos sitios esta relacionada com o
nivel de polaridade, na qual € representada por niumeros de um a cinco,
onde um é a polaridade mais baixa (1) e cinco € a polaridade mais alta (5)
(MARRINK et al., 2007; MARRINK; DE VRIES; MARK, 2004; MIGUEL;
PERILLO; VILLARREAL, 2016). O campo de forca CG é uma alternativa
que vem sendo muito empregada em simulacdes de sistemas biol6gicos
por dindmica molecular. Neste campo de forca, o nimero de graus de
liberdade é reduzido, o tempo de integracdo aumenta, e entdo sistemas
da ordem de centenas de nandmetros podem ser simulados por periodos
de tempo da ordem de microssegundos (MIGUEL; PERILLO;
VILLARREAL, 2016; ZHANG et al., 2015).

3.7.4

Célculo do Potencial

A soma (Equacao 5) das contribuicdes das interacdes ligadas (V\)
e das interacdes nao ligadas (Vn.) de um conjunto de particulas define o

potencial dessas intera¢des na dindmica molecular classica.

N

Viotar = Z(VL,i + VNL,L') Eq. 5
i=1
No primeiro termo da equacédo, aparecem as interagdes ligadas V|,
que sdo as contribuicdes covalentes que mantém as particulas unidas:
potencial de comprimento de ligacdo, potencial de angulo de ligacéo e

potencial de torcdo de ligacdo. No segundo termo da equacado, sao
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apresentadas as interacdes nao ligadas: a contribuicdo das interacoes de
van der Waals e de Coulomb (CRAMER, 2013).

3.74.1

Comprimento de Ligacao

O potencial harmonico (Equagéo 6) descreve a energia de ligagéo
de duas particulas i e |, ligados covalentemente, em funcdo do

comprimento de ligacdo no campo de forca.
- 1 o
Vl(rij) = Z—kl(rij —-Tr ij)Z Eq 6

Nessa equacdo, (r;; —r°;), € a distancia entre as particulas i e j de
uma referéncia padrédo, r°;;. A constante de forca de ligacdo especifica
para esse par de particulas é dada por k;. Essa aproximacdo é baseada
na lei de Hooke em funcdo dos termos de coordenadas internas
moleculares que dao origem ao potencial, sendo valida para tratar
moléculas com pequenas flutuacdes (CRAMER, 2013).

3.7.4.2
Angulo de Ligacao

A aproximacdo ou afastamento de duas particulas descreve a
deformacdo do angulo. Sejam as particulas i, j e k, unidas por duas
ligacdes, seu potencial sera gerado pela deformacédo das mesmas e pode

ser calculado pela aproximagao do potencial harmonico (Equagéo 7).
- 1 °
V(i) = 7 Ka(Bijk — 0 ijk)’ Eq. 7

O termo 6;;;, € a variagado angular, 6°;;, € o angulo de equilibrio e k,
€ a constante de deformacgéo angular das trés particulas envolvidas. No
campo de forca MARTINI, o angulo é calculado pela aproximagédo do

cosseno (Equacéo 8).
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- 1 °
Va(Fiie) = 7 ka(cos(Byji) — cos(6°x)) 2 Eq. 8

Nesse caso, o termo (cos(6;j,) tambeém descreve a deformacédo

angular das trés particulas envolvidas e k, € a constante de deformacéo
angular (CRAMER, 2013).

3.74.3

Torcao de Ligacao

O potencial de torcdo € definido pelo angulo diedro a partir de quatro
particulas i, j, k e |, onde ¢ju (EQuacdo 9) é o angulo formado entre os

planos ijk e jkI.

Va(Pijia) = ka(1 + cos(nijr — $°ijir) Eq. 9

O éangulo do diedro de referéncia € definido por ¢°;jx, kg € a
constante do diedro e n € a multiplicidade da funcdo. Os angulos diedros
impréprios também s&o descritos pelo campo de forca através do

potencial de diedro impréprio (Equacéo 10).
- 1 °
Vai(Fojra) = 5 kai Gijrr — €4jxr)” Eq. 10

O angulo diedro improprio de referéncia € descrito por £°;jy; € ky; € a

constante de angulo diedro impréprio (CRAMER, 2013).

3.74.4
Potencial de van der Waals

Sejam os pares de atomos i e j ndo ligados covalentemente, as
interacOes entre eles sdo descritas pelos potenciais de van der Waals e
de Coulomb. A aproximacéo de Lennard—Jones (Equacdo 11) é utilizada

para calcular o potencial de van der Waals.

12 6
V(7)) = 4e; ( <?‘]’> — <#> ) Eq. 11
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A profundidade do potencial entre a barreira atrativa e a repulsiva é
dada por ¢;;. O termo o;; € a distancia finita na qual o potencial de
Lennard—Jones é zero. [Esses parametros sdo  ajustados
experimentalmente ou por calculos teoricos. O termo r;; refere-se a

12

distancia entre as particulas i e j. Os termos r;;"° e r ® descrevem

ij
respectivamente a repulséo e a atracao das particulas (CRAMER, 2013).

3.7.4.5

Potencial Eletrostatico ou de Coulomb

Quando se tem duas particulas carregadas, ¢; e g, o potencial

eletrostatico é dado a partir da lei de Coulomb (Equacéo 12).
Eq. 12

onde @i e g; correspondem a magnitude das cargas pontuais de cada
particula, rj a distancia entre as cargas, €g a permissividade do vacuo e &,

a constante dielétrica relativa do meio (CRAMER, 2013).

3.7.5

Algoritmos na dinamica molecular

A partir da expanséo da série de Taylor, é possivel aplicar algoritmos
que utilizam integradores numéricos para a resolucdo da equacdo de
movimento de um conjunto de particulas, resultando na trajetéria dessas
particulas (MORSE; FESHBACH, 1953). Os algoritmos envolvidos na

dindmica molecular e utilizados neste trabalho ser&o descritos a seguir.

3.75.1

Algoritmo de minimizagcé&o de energia

A necessidade de eliminar as sobreposicdes de particulas, que

ocorrem durante a construgdo do sistema, implica na aplicacdo de um
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algoritmo de minimizag&o de energia, evitando que nas etapas posteriores
0 sistema colapse.

A minimizacdo de energia permite obter um conjunto de
coordenadas que minimiza a energia potencial do sistema de estudo.
Basicamente, ocorre o direcionamento da superficie do potencial para
uma energia minima. Esse processo adapta o sistema, suavizando as
distor¢cdes nas ligagcdes quimicas, nos angulos entre as ligacdes e nas

interacdes de van der Waals.

Um dos métodos mais utilizados para realizar a minimizacdo de
energia é o método steepest descent, devida a sua simplicidade e
robustez. Para o algoritmo steepest descent, o vetor das 3N coordenadas
€ definido a partir do vetor r (Equacao 13):

—

- - Fn
The1 =Th + Thn Eq 13
(1F.D)

O deslocamento méximo é dado por h,, e a forca por F,. O méaximo

valor da forca é dado pela notacéo (|7,{|). Quando o minimo valor de

energia especificado € atingido, o algoritmo € interrompido.

3.75.2
Algoritmo de Verlet

Para resolver a equacdo de movimento, um dos algoritmos mais
utilizados, por ser considerado simples e robusto, é o algoritmo de Verlet
(VERLET, 1967). O algoritmo € baseado no método das diferencgas finitas
gue consiste em integrar pequenos intervalos de tempo, simulando com

maior frequéncia os movimentos do sistema.

O algoritmo de Verlet utiliza a posicéo e a aceleragdo de um atomo
em um tempo t e a posigcdo em um tempo t-At, para calcular a posicdo em

um tempo t+At (Equacgao 14).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1812594/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1812594/CA

56

-

F
7(t + At) = 27(t) — 7#(t — At) + EAtZ Eq. 14

Utiliza-se também a série de Taylor para determinar a posicao ri,

guando as interacfes estdo no passo n =1 com o tempo t; (Equacéo 15).
- - - 1 -
T'l = T'O + 7.70At + anﬂtz + .- Eq 15

A vantagem desse algoritmo estéa na omissdo de alguns termos da
série de Taylor. Porém, os calculos de velocidade ficam implicitos e

aproximados para a energia cinética do sistema.

Para o calculo da velocidade, utilizam-se as diferencas de posi¢cdes
nos tempos t — At e t + At e divide-se pelo intervalo de tempo percorrido
24t (Equagao 16):

_ Pt + At) —7(t — At)
B 24t

B(6) Eq. 16

3.7.5.3
Algoritmo Leap-Frog

No algoritmo Leap-Frog, considera-se que a velocidade e a posicéo
alternam simultaneamente (Equacdes 17 e 18). Para uma posicédo r em

um tempo t e uma velocidade v em um tempo t — G)At. A posicao t + At

é calculada a partir da velocidade em um tempo t + G)At (HOCKNEY;

GOEL; EASTWOOQD, 1974).

1 1 At
Y = =v|t—= — Eq. 17
v<t+2At> v(t 2At)+mF(t) q
- - > 1
r(t + At) = 7(t) + Atv (t + EAt) Eqg. 18

Para um tempo inicial, a velocidade ndo consegue ser calculada
diretamente pelo algoritmo. Portanto, faz-se também o uso da série de

Taylor para o célculo da velocidade (a velocidade inicial € sorteada no
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Gromacs). Esse algoritmo é considerado simples e eficiente para o uso na
dindmica molecular. Porém, uma desvantagem € o célculo da posicao e

da velocidade em tempos diferentes.

3.7.6

Condi¢bes Periodicas de Contorno

As simulacdes sdo executadas com condi¢cdes periddicas de
contorno, a fim de evitar artefatos e eliminar efeitos de borda. Consiste
em replicar o sistema para todas as dire¢cdes do espaco e, quando uma
particula move-se, sua imagem periédica se move da mesma maneira. O
namero total de particulas no sistema é conservado. As condicfes
periodicas de contorno permitem, por exemplo, a simulacdo de bicamadas
de fosfolipidios infinitas, com 72 lipidios, permitindo a observacao de
propriedades experimentais desses lipidios (POURMOUSA; PASTOR,
2018).

3.7.7

Termostatos

Na dindmica molecular, para manter a temperatura constante dos
ensembles, utilizam-se termostatos que permitem controlar a temperatura
do sistema durante o processo de simulagédo. Existem alguns tipos desses
termostatos, tais como: Berendsen (BERENDSEN et al., 1984), Nosé-
Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985) e reescalonamento da velocidade
(BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007).

3.7.7.1

Termostato Berendsen

O controle da temperatura pode ser realizado através do termostato
de Berendsen, que acopla ao sistema um banho térmico com uma

temperatura fixa T, € uma cinética de primeira ordem (Equagéao 19).
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dT T, —T(t
ar _To —T(® Eq. 19
dt T

Para ajustar a energia cinética do sistema para a temperatura
desejada, as velocidades sao re-escalonadas a cada passo de integracéo

(BERENDSEN et al., 1984).

3.7.7.2

Termostato Nosé-Hoover

No termostato de Nosé-Hoover, o termo Hamiltoniano (Equacao 20)
€ introduzido com grau de liberdade extra para um banho de calor. Esse
termostato ndo é ergdodico para um oscilador harménico unico (EVANS;
HOLIAN, 1985).

P? P?
= Z ‘ =S4 gkyTl
_ 2misz+<1b((2)+21\4+g sTln(s) Eq. 20
l
onde ¢(Q) corresponde ao potencial de interacdo com grau de liberdade
extra (s). kg € a constante de Boltzmann, T &€ a temperatura de equilibrio
do sistema. M corresponde a escala de tempo da flutuacdo da
temperatura. P? ¢ o momento da particula em Q e P2 é o momento do

grau de liberdade extra em s.

3.7.7.3
Termostato de reescalonamento da velocidade

Para ocorrer a distribuicdo correta da energia cinética durante a
simulagéo, é utilizado o termostato de reescalonamento da velocidade
(Equagéao 21).

1
dt [KKy,zz\ aw

dK = (K, — K) —
K=KV N, |G

Eqg. 21

A energia cinética é dada por K, o numero de graus de liberdade por

Ny e dW corresponde ao processo de Wiener. 7 € o parametro arbitrario
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gue tem a dimensdo do tempo e determina a escala de tempo do
termostato. Esse termostato ndo tem oscilagdes e reproduz o ensemble
candnico sem erros (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007).

3.7.8

Barostatos

A pressao também pode ser mantida constante durante a simulacao
utilizando os barostatos de Berendsen (BERENDSEN et al.,, 1984) e
Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981), que sao o0s
barostatos mais conhecidos.

3.7.8.1

Barostato de Berendsen

A cada n passos, o barostato de Berendsen faz um reescalonamento
das coordenadas e dos vetores de uma caixa, com o coeficiente de
escalonamento p (Equacdes 22 e 23).

dP Py — P(t)

at . Eq. 22

p

A presséo de referéncia é dada por Py, P(t) € a pressdao num tempo

t e a constante de tempo do barostato € dado por t,.

Para o coeficiente de escalonamento {, tem-se que:

n

pcAt
p=1-——FF - P(t)) Eq. 23
Tp
onde B é a compressibilidade isotérmica para a agua a pressao de 1 atm
a 300 K que equivale a 4,6 x 10™ bar® e np: € 0 nimero de graus de
liberdade (BERENDSEN et al., 1984).
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3.7.8.2

Barostato Parrinello-Rahman

Para sistemas pequenos, as flutuagbes em pressdo e volume séo
importantes. Portanto, € necessario um barostato mais forte como o
Parrinello-Rahman (Equacao 24).

d*b o

Nessa equacao, o volume da caixa € dado por V e os vetores da

caixa sao representados por b. As pressdes em um dado tempo t e a

pressao de referéncia sdo dadas por P e P, respectivamente. A forca do
acoplamento e a deformacédo de uma caixa sdo dadas por W1, que é a
matriz inversa dos parametros de massa e pode ser definida pela
Equacéo 25:

47T2ﬁij

w1 =
( ) 3T§L

Eq. 25

onde B € a compressibilidade isotérmica, a constante de tempo do
barostato é dada por 7, e L € o maior comprimento da caixa

(PARRINELLO; RAHMAN, 1981).

A constante de tempo, nesse caso, é de 4 a 5 vezes maior que a
constante de tempo para o barostato de Berendsen. Quando a presséao do
sistema esta muito longe do equilibrio, podem ocorrer oscilacbes e o
sistema pode colapsar. Uma das solu¢cdes é aumentar a constante de
tempo do barostato e também utilizar o termostato de reescalonamento

de velocidade, para atingir o equilibrio do sistema com mais precisao.

3.7.9

Acoplamento de Tensao Superficial

Nos sistemas que possuem interfaces, pode-se acoplar a tenséao

superficial, um parametro de entrada, inserido nos acoplamentos de
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pressdo. Com a diferenga entre a pressdo normal e a pressao lateral do
sistema, obtém-se a tensdo superficial média. Quando se tem uma
interface paralela ao eixo xy e a componente de pressao ao longo do eixo
z, a tenséo superficial é descrita conforme a Equacéo 26:

o=k {Pxx ® + Pyy<t)}

3 Eq. 26

Nessa equagéo, o termo L, refere-se a altura da caixa e n € 0o nimero de
particulas na superficie. No eixo z, a pressdao € corrigida pelo

escalonamento da altura da caixa pelo parametro p_ . (EquacGes 27 e 28).

u,=1+p AP, Eq. 27

At
APZZ = T_{POZZ - Pzz(t)} Eq 28
p

O fator de correcéo é utilizado para convergir a tensédo superficial
com o valor de tensdo de referéncia y,. A compressibilidade g € mais
significante nesse caso, pois estd diretamente relacionado com a
convergéncia da tensao superficial. A tensdo superficial corrigida é obtida
quando os valores de e AP,, sdo fixados em zero (BERENDSEN et al.,

1984).

3.7.10
Soma de Ewald (PME)

A soma de Ewald (ESSMANN et al., 1995) foi desenvolvida para
estimar as interacdes de dipolo nas células unitarias. A energia resultante

das imagens periodicas das particulas é calculada a partir da Equacgao 29:

N N
qiq;
LTSS )0 e
i Tijn

Ny Ny Nz i

onde n corresponde ao numero de imagens da célula unitaria para cada

coordenada.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1812594/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1812594/CA

62

A Equacgdo 29 é dividida em trés partes independentes (Equacdes
30, 31 e 32) para que a fungcdo de Ewald convirja mais rapido.

N

Frro =LY S W) . 2
]

Ny ny ngy i

exp(— (G2 3 ™2 4 2mim (r, — 1)

Elonge = o VZ%Q}ZZZ m2 Eg. 31

My my My

fB z :
Epr()prio = _\/E Qiz Eqg. 32
i

A Equacédo 30 é de curto alcance, sendo calculada de forma direta.
A Equacéo 31 de longe alcance, fornece a distribuicdo gaussiana sobre a
energia e utiliza a transformada de Fourier. A Equagédo 32 é utilizada para
manter a neutralidade de carga da célula unitaria. 8 é o parametro direto e
indireto do sistema. O volume da célula unitaria é dado por V, e m € 0

namero de células unitarias e g € a carga da patrticula i.

3.7.11
LINCS

O algoritmo de restricdo linear LINCS (HESS et al., 1997) foi
desenvolvido para solucionar problemas de vibragbes de ligagdes.
Quando se tem periodos de vibra¢cdes menores do que o tempo utilizado
na simulacdo, a particula acaba afastando muito do seu comprimento
ideal de ligacéo, ocorrendo a geracao de energia que aquece 0 sistema.
Esse processo é comum em particulas pequenas e de pouca massa, uma
vez que o momento meédio do sistema gera grande movimento das
particulas. Para corrigir os comprimentos de ligacdo, é utilizado o método
de LINCS que instaura a cada novo célculo de posicdo o comprimento de

ligacéo.

A Equacao 33 demonstra o método de LINCS:
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dr? d

—m; d_tlz =7 (V(Ti(t)) — k(t)gx) Eq. 33

O método aplica um potencial V(r) para uma restricdo k, um
multiplicador Langrange >k (t) com uma funcdo de restricdo gk =
(r, —1p)? — di. Os parametros ra e rb sdo as posi¢cdes das particulas
participantes da restricdo e dk € a distancia ideal da ligacdo. O
multiplicador Langrange € utilizado para ndo variar a energia total do

sistema.

3.7.12

Amostragem guarda-chuva

A amostragem guarda-chuva (da traducéo da expressao em inglés
Umbrella Sampling) € uma técnica util para analisar as interacfes das
moléculas. Ap6s o término da simulacdo, é gerada uma série de
configuracbes entre as duas espécies que interagem ao longo da
coordenada de reagdo (§). Uma dessas espécies € definida como
referéncia, enquanto que a outra é fixada a uma distancia do centro de
massa da referéncia. As distancias entre as duas espécies sdo chamadas
de janelas de amostragem, que s&o executadas em simulacdes
independentes. Em cada janela, os valores do potencial de forca média
(PMF) podem ser calculados (TORRIE; VALLEAU, 1977).

Através do calculo do PMF, é possivel obter informacfes sobre a
energia livre do sistema. Durante a dindmica molecular, o potencial é
obtido através da integracdo da forgca média ao longo da coordenada de
reacao (§). Para obter dados precisos sobre a energia livre do sistema, €
necessario que uma amostragem acurada seja realizada, a fim de garantir
que as condicbes favoraveis e ndo favoraveis do sistema sejam
contabilizadas (ROUX, 1995). Neste cenario, o0 método de amostragem
guarda-chuva é uma abordagem capaz de garantir a precisdo da
amostragem, uma vez que sao capturadas configuracoes suficientes para
obter espacamentos regulares entre as janelas, diminuindo o erro

estatistico. A metodologia aborda a simulacdo de janelas de potenciais
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de tendéncia. Este potencial limita as variacdes da coordenada (§) em
intervalos a partir de um valor pré-estabelecido (TORRIE; VALLEAU,
1977). A Equacdo 34 apresenta um ensemble de tendéncia para uma

funcdo harmdnica atraves dos valores de §&;.
W) = ky(§—&)* Eq. 34
Logo, a Equacao 35 apresenta o potencial de tendéncia:
Vy(ri;) =V(r) + W(ri)) Eq. 35

A combinacao das janelas é realizada através do método da andlise
do histograma ponderado (da traducéo da expressdo em inglés Weighted
Histogram Analysis Method — WHAM) (KUMAR et al., 1992), que estima o

erro da energia livre calculada.

3.7.13
Método da andlise do histograma ponderado (WHAM)

O método da analise do histograma ponderado (KUMAR et al., 1992)
€ uma extensdo do método descrito anteriormente. Este método fornece
uma estimativa dos erros da amostragem, gerando valores de energias
livres mais precisos. As distribuicbes de probabilidade podem ser
sobrepostas, e entdo uma funcdo de energia continua pode ser derivada
posteriormente, gerando melhores avaliagbes das energias livres e a

minimizacdo dos erros estatisticos (Equacdes 36 e 37).

Yo g7 hi(8)

P(¢) = Eg. 36
=%y g5 texp[—(Bw; (@ — f)] |
exp(=Bf) = f déexp[—Bw,(©)]P(E) Eq.37

onde S € o inverso da temperatura 1/kzT, com a constante de Boltzmann
sendo kg e a temperatura T. n; € o nimero total de pontos de dados no
histograma. A ineficiéncia estatistica g; € dada por g; =1+ 27; com 0

tempo de autocorrelacéo integrado t; da janela de guarda-chuva i (em
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unidades do tempo de simulacdo). g; pode ser cancelado das Equacdes
36 e 37 se (e somente se) os tempos de autocorrelagdo em todas as
janelas forem iguais. Por outro lado, se os valores de g; diferem entre

diferentes histogramas, os fatores g]-_l atribuem pesos menores aos

histogramas com autocorrelagdes mais longas. P(¢) é a distribuicdo de
probabilidade imparcial que esta relacionada ao PMF (HUB; GROOT;
SPOEL, 2010).

As quantidades constantes de energia livre f; e a distribuicédo

imparcial P(¢) sao desconhecidas. Portanto, sao resolvidas
iterativamente. Dependendo do numero de histogramas e da altura das
barreiras no PMF, as Equacdes 36 e 37 geralmente convergem entre
dezenas de iteracBes e dezenas de milhares de iteracdes (HUB; GROOT;
SPOEL, 2010).

3.7.14
GROMACS

GROMACS € um acrénimo de GROningen MAchine for Chemical
Simulation. Foi desenvolvido pelos Departamentos de Biofisica e Quimica
da Universidade de Groningen na Holanda, no inicio de 1990, como um
sistema de computador voltado para a simulacdo molecular. E um
programa de licenca livre GNU-LGPL, sendo mantido por diversos centros
de pesquisa. O software também possui diversas versfes devido aos
avancos computacionais e pelas necessidades em acompanhar 0s
avangos nas pesquisas. E um programa versatil e eficiente voltado para
simulacdes de moléculas biolégicas em meios aquosos e em membranas.
Ele funciona com os mais variados campos de forca, como, por exemplo,
os campos de forca MARTINI, OPLS, GROMOS, AMBER e CHARMM.
Por ser um programa rapido e robusto para realizar as simulacdes, tem
sido utilizado nos mais variados campos de pesquisa (VAN DER SPOEL
et al., 2005).
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Metodologia

4.1
Modelo Coarse Grained do BP-100

A estrutura tridimensional do BP-100 (cédigo pdb = 1D9L) foi
inserida dentro de uma caixa com formato cubico, com as dimensfes de
5x5x5 nm®, sob as condicdes periédicas de contorno, sendo a caixa
preenchida com 3894 moléculas de agua, usando o modelo TIP4P, com
todo o sistema restante parametrizado para o campo de forca OPLS-AA
(HARRACH; DROSSEL, 2014; JORGENSEN et al., 1983; KAMINSKI et
al., 2001; MARTINEZ; BORIN; SKAF, 2007). A minimizac&o de energia do
sistema foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa, foi aplicado o
algoritmo steepest descent com restricdo de posi¢cdo. Na segunda etapa,
foi utilizado novamente o algoritmo steepest descent, mas sem a restricao
de posicdo. O critério de convergéncia foi de 100 kJ mol™ nm™. Utilizando
o ensemble canbnico (NVT), foi realizada a etapa de termalizacdo do
sistema durante 100 ps. O ensemble isotérmico-isobarico (NPT) foi
utilizado para equilibrar a pressao e a temperatura do sistema durante
100 ps (BOSKO; TODD; SADUS, 2005). Com os sistemas minimizados e
equilibrados, a dinamica molecular foi realizada com restricdo de posicéo
para o peptidio, para garantir melhor acomodacao da agua ao redor dos
aminoacidos por um tempo de 500 ps. Por ultimo, uma etapa de producéo
foi realizada com o tempo de 50 ns a 310 K e 1 bar de pressao, usando
um tempo de integragéo de 2 fs, com as listas de pares sendo atualizadas
a cada 5 passos. O cut-off para as interacdes de Lennard-Jones e
Coulomb foi de 1,2 nm. Nessa etapa, foi utilizado o algoritmo leap-frog
com o termostato Nose-Hoover (EVANS; HOLIAN, 1985) (r = 0.5 ps) a
310 K e o barostato Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981)

(r = 2.0 ps) a 1 bar. Foram conferidas cargas positivas para todos os
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residuos Lys e cargas negativas para os residuos Glu e Asp. O programa
PyCGTOOL foi utilizado para converter o modelo atomistico do BP-100
para 0 modelo coarse grained (Figura 6), parametrizado para o campo de
forca Martini 2.2 (DE JONG et al, 2013; MARRINK et al.,, 2007,
MONTICELLI et al., 2008).

Figura 6. Representacao do modelo do BP-100 atomistico do PDB
(a esquerda) e seu respectivo modelo coarse grained (a direita).

4.2
Preparac&o da AuNP com o BP-100

Para construir a nanoparticula de ouro (AuNP) esférica, foi utilizado
o software OPENMD (http://openmd.org) (BHATTARAI et al., 2019),

sendo o raio da nanoparticula definido como 1,5 nm. A constante de rede

para o ouro foi de 4,08 A. A estrutura da nanoparticula de ouro possui o
tipo de grdo C5 com a restricao de ligacdo Au-Au como ligacao rigida
(HOSSAIN et al., 2019). Em seguida, 5 nanoparticulas foram construidas
e denominadas como AuNP/BP100, AuNP/PEG, AuNP/BP100/PEG,
AuNP/BP100/PEG-b-PS e AuNP/ BP100/PS. A duas primeiras
nanoparticulas (AuNP) foram revestidas apenas com BP100 e apenas
com polietilenoglicol (PEG), respectivamente. Enquanto que as outras
foram colocadas para adsorver 5 moléculas de BP-100 na superficie da
AuNP e revestidas com os modelos coarse grained de polietilenoglicol
(PEG) (GRUNEWALD et al., 2018), poliestireno (PS) (ROSSI et al., 2011)
e 0 copolimero em bloco PEG-b-PS (GRUNEWALD et al., 2018). Para o

encapsulamento, os polimeros foram utilizados. As nanoparticulas de
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ouro foram construidas apenas com o PEG e o BP-100, para verificar o
efeito do revestimento e do peptidio ao atravessar o modelo de
surfactante pulmonar. O modelo coarse grained do PEG (Figura 7) tem
um peso molecular de 1206 g mol™, ou seja, existem 26 unidades de
mondmeros em cada modelo. O modelo coarse grained do PS (Figura 7)
tem o peso molecular de 10400 g mol™ com 100 unidades de monémeros
em cada modelo. O modelo do copolimero em bloco PEG-b-PS (Figura 7)
tem o peso molecular de 2114 g mol™?, com 10 unidades de mondémeros
do PS e 23 unidades de mondmeros do PEG para cada modelo. Os
parametros foram retirados do site MARTINI

(http://cgmartini.nl/index.php/force-field-parameters/polymers). A

composicdo de cada nanoparticula estudada esta descrita na Tabela 1 a

seqguir.

Figura 7. Representacao dos polimeros utilizados como
revestimentos: PEG (a esquerda), PEG-b-PS (ao centro) e PS (a direita).

Tabela 1. Composicao de cada modelo de nanoparticula estudada

Sistemas Composigio
AUNP BP100 PEG PEG-b-PS PS
BP100-PEG 5 15
AUNP-BP100 5
AuNP
AUNP-PEG 10

AUNP-BP100-PEG
AuUNP-BP100-PEG-b-PS
AUNP-BP100-PS

15

[ ]

10

e WU S Y

As nanoparticulas que foram construidas com o peptidio tiveram o
padrdo de 5 moléculas do mesmo. A variacdo na quantidade de
revestimento na composi¢cdo de cada nanoparticula ocorreu devido a

capacidade do recobrimento e a forma final das mesmas. Nota-se que a
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guantidade de PS foi muito menor do que a de PEG, devido ao volume do
polimero ser maior. O recobrimento com o copolimero também ocorreu
com menos moléculas, devido a estrutura do mesmo. O recobrimento
apenas da nanoparticula foi efetivo com as 10 moléculas de PEG. Porém,
quando se recobriu apenas o peptidio, necessitou-se de mais moléculas
do polimero para recobrir toda a superficie das 5 moléculas do mesmo.
Todas as nanoparticulas apresentaram aproximadamente 6 nm de

diametro.

O modelo de surfactante pulmonar contendo a SP-B, utilizado neste
trabalho, foi construido e parametrizado em trabalhos prévios do grupo
publicados em periddicos especializados (SOUZA et al., 2020; SOUZA;
SOUZA; PIMENTEL, 2019).

4.3
Simulacdo de transposicdo das nhanoparticulas no modelo de

surfactante pulmonar

O modelo da monocamada do surfactante pulmonar CUROSURF®
com a SP-B foi construido e composto pelos fosfolipidios DPPC, POPC,
POPG, POPE, DPPS, DPPI, LPC, DPSM. A composicdo do filme
encontra-se no apéndice A. Os modelos dos lipidios seguiram o padréo
do campo de forca Martini 2.2 (BAOUKINA et al., 2014a; DE JONG et al.,
2013; MARRINK et al.,, 2007; MONTICELLI et al., 2008; PERIOLE;
MARRINK, 2013). As definicbes dos lipidios e as regras de constru¢cdo em
bloco foram obtidas através do lipidoma MARTINI (MARRINK et al., 2007,
MARRINK; DE VRIES; MARK, 2004; MONTICELLI et al., 2008;
WASSENAAR et al., 2015). O script INSANE (WASSENAAR et al., 2015)
foi usado para construir a bicamada contendo 1021 lipidios em cada
monocamada. O programa gmx editconf foi utilizado para concatenar as
monocamadas em um sistema simétrico separado por 12 nm. A caixa de
agua foi construida utilizando o programa gmx solvate, com dimensdes de
25 x 25 x 12 nm® e inserida entre as duas monocamadas. A caixa de agua

contém em torno de 52356 moléculas de agua no padrdao do modelo


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1812594/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1812594/CA

70

coarse grained para a densidade da agua de 1 kg L™. O sistema também
contém 12 nm de vacuo acima da monocamada superior e abaixo da
monocamada inferior. Importante mencionar que a fase gasosa €
representada pelo vacuo no modelo do surfactante pulmonar. O plano
lipidico foi colocado paralelo ao plano xy do sistema e os lipidios foram
orientados com as cabecas polares direcionadas para a fase aquosa.
Todo o sistema possui 0 tamanho de 25 x 25 x 40 nm?, sendo repetido
periodicamente em todas as dire¢cbes (ESTRADA-LOPEZ et al., 2017). As
cargas do sistema foram neutralizadas através do programa gmx genion,

substituindo as moléculas do solvente por ions (Na* e CI).

O modelo do surfactante pulmonar CUROSURF®, com a
representacédo da SP-B, foi utilizado para construir 7 diferentes sistemas,
cada um contendo 1 nanoparticula de ouro previamente construida
(tépico 4.2), incluindo um sistema contendo apenas a AuNP. As
nanoparticulas foram inseridas no vacuo a 6 nm do topo da monocamada
superior do modelo de surfactante. Os sistemas contendo BP-100 tiveram
suas cargas neutralizadas devido aos aminoacidos carregados. Todos os
sistemas foram submetidos as mesmas etapas descritas a seguir. A etapa
de minimizagdo de energia dos sistemas utilizou o algoritmo steepest
descent com o critério de convergéncia de 100 kJ mol* nm™ ou um
namero maximo de 200 mil etapas. Os sistemas foram submetidos a uma
etapa de equilibrio de 200 ns usando o ensemble NPT (BOSKO; TODD;
SADUS, 2005), restringindo a posi¢cdo da nanoparticula no vacuo. Cada
monocamada, o0 modelo de SP-B, as moléculas de agua e a nanopatrticula
foram acopladas separadamente. A temperatura foi controlada usando o
termostato de reescalonamento de velocidade (BUSSI; DONADIO;
PARRINELLO, 2007) a 310 K com uma constante de tempo de 1 ps. A
pressao foi controlada usando o barostato de Berendsen (BERENDSEN
et al., 1984) com uma tensdo superficial y de 20 mN m™ (presséo
superficial de 53 mN m™) e a pressdo de 1 bar no eixo Z com uma
constante de tempo de 3 ps. A compressibilidade foi de 4.5 10 bar® no
plano xy e 0 no eixo Z. Na etapa de producéo da dindmica molecular, as

nanoparticulas foram liberadas para verificar se eram capazes de
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permear espontaneamente o modelo de monocamada. As simulagcdes
variaram de 1 a 2 us dependendo do sistema. Esses tempos foram mais
que o suficiente para observar se as nanoparticulas séo transferidas da
fase ar para a fase agua. O tempo de integracao, a atualizacéo da lista de
vizinhos, a constante dielétrica relativa, o cut-off para as interacbes de
Coulomb e Lennard-Jones, a temperatura, a tensdo superficial e a
pressdo no eixo Z permaneceram oS mesmos da etapa NPT para todos
0s sistemas. Para os sistemas onde ndo ocorreu a penetracdo das
nanoparticulas através da monocamada, a nanoparticula foi empurrada
ao longo do eixo z por 200 ns da fase ar para a fase aquosa. O mesmo
protocolo aplicado anteriormente na fase de producao foi aplicado para
simula¢cBes de arraste, porém, um potencial harménico com a constante
de 500 kJ mol* nm™ e uma taxa de arraste de 0,08 nm ns™ foi aplicado

sobre as nanoparticulas.

4.4

Método de amostragem guarda-chuva (Umbrella Sampling)

Para calcular a energia livre de Gibbs da transferéncia da
nanoparticula da fase ar para a agua (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL,
2019; SOUZA et al., 2018) foi utilizado o método de amostragem guarda-
chuva (LAING; BAOUKINA; TIELEMAN, 2009; LEMKUL; BEVAN, 2010;
TORRIE; VALLEAU, 1977). A distancia do centro de massa entre 0 grupo
das nanoparticulas e o grupo dos fosfatos da monocamada foi usada
como referéncia para amostragem. A partir dessas trajetorias, foram
tiradas amostras instantaneas para gerar as configuracdes iniciais das
janelas de amostragem ao longo da coordenada da reacdo & A
amostragem comecga no ar e termina na distancia maxima do centro da
fase aquosa, usando uma distribuicdo de janelas igualmente espacada de
0,2 nm. Em cada amostragem, uma etapa de equilibrio de 10 ns e uma
simulagdo de dindmica molecular de 50 ns foram realizadas usando o
mesmo tempo de integracdo, a atualizacdo da lista de vizinhos, a

constante dielétrica relativa, o cut-off para as interacbes de Coulomb e
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Lennard-Jones, a temperatura, a tensao superficial e a pressdo no eixo Z
da simulacdo anterior. Além disso, foi utilizado um potencial harménico
com constante de 500 kJ mol™® nm™ e a energia da configuracéo inicial do
sistema foi definida como zero. O célculo do perfil energético e a andlise
de erros foram realizados com o método de andlise de histograma
ponderado (WHAM) (HUB; GROOT; SPOEL, 2010; KUMAR et al., 1992;
STELZL et al.,, 2017) e com o método de reamostragem bootstrap
(KUMAR et al.,, 1992). A amostragem de guarda-chuva foi aplicada a

todos os sistemas onde ndo houve colapso da monocamada.

4.5

Anélises

45.1

Area por lipidio

A area por lipidio foi calculada usando o programa GridMAT-MD,
que realiza a avaliagdo dos vetores x e y da caixa ao longo do tempo de
simulacdo. Em seguida, foi dividida pelos 1021 fosfolipidios contidos na
monocamada (ALLEN; LEMKUL; BEVAN, 2009; MARRINK et al., 2007;
MARRINK; DE VRIES; MARK, 2004).

Para fins de comparacao, a area também foi calculada pelo método
SUAVE (SANTOS et al.,, 2019). Esse método particiona a éarea da
monocamada em varios pontos, formando uma rede retangular e, de cada
metade triangular dos pontos que formam a rede, € entdo calculada a
area. A area da rede retangular (Aj) € a soma das areas Al e A2
(Equacéo 38) e a area total da superficie compreende a soma das areas

de cada particdo Equacgéao 39:
Ajj= A1 + A, Eqg. 38
bin bin

A= ZZA(i,j) Eq.39

i=1 i=1
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45.2
Difusao Lateral

O coeficiente de difuséo lateral (D) dos lipidios da monocamada do
modelo de surfactante pulmonar, onde foi permeada a nanoparticula, foi
calculado a partir do deslocamento quadratico médio (MSD) ao longo do

tempo (Equacéo 40):
D = lim Z(|IR(t + to) — R(to)|1?) Eq. 40

onde R(t) é o vetor da posicao para o centro de massa de cada lipidio. O
deslocamento quadratico meédio foi calculado ao longo do tempo para
todos os lipidios. D foi estimado usando o ajuste dos dados. A andlise de
erro foi realizada através da diferenca dos Ds calculados a partir de

ajustes ao longo de duas metades do intervalo de ajuste.

45.3
Parametro de Ordem

O parametro de ordem lipidica (S;) esta relacionado a orientacao
espacial dos lipidios em média ao longo do tempo e em todos os graos,
permitindo uma descricio completa da organizagcdo molecular da
monocamada de surfactante pulmonar e correlacionando-se com o grau

de ordem usando a Equacao 41 a seguir.
1
S, = E(Scosze - 1) Eq. 41

onde 6 é o angulo entre a ligagdo e a membrana normal, a diregao
perpendicular emerge do plano xy do modelo de surfactante pulmonar. O
parametro de ordem S, = +1 significa que as ligacdes estdo totalmente
paralelas a normal da membrana, S; = -0,5 significa que as liga¢gfes estao

totalmente perpendiculares em relagcdo a normal da membrana.
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4.5.4
Funcéo de Distribui¢do Radial

As monocamadas sdo sistemas semi-isotropicos. Para avaliar a
interagcdo do BP-100 com os fosfolipidios da monocamada, fez-se o
estudo da funcédo de distribuicdo radial. A fungéo de distribuicédo radial é
dada por gag (r) entre as particulas do tipo A e B conforme a (Equacéao
42).

_ (pB(r)) 1 Ng 6(rlj
gap(r) = ZLEAZ Eq. 42

(pB>local (pB)local Ny JEB 477:7'2

onde (pg(r)) representa a densidade da particula B a uma distancia r ao
redor das particulas A, (pg)iocar FEPresenta a meédia da densidade da
particula B sobre todas as esferas em torno da particula A com raio
méaximo. O raio maximo normalmente € a metade do comprimento da
caixa. No GROMACS, o programa gmx_rdf divide o sistema em fatias
esféricas de r para r + dr, fornecendo um histograma no lugar da funcéo
d.

455
Perfil Z

A localizacdo do BP-100 durante o tempo de simulacdo foi avaliada
pelo perfil Z, através do programa gmx_traj. Esse comando plota a
coordenada Z do centro de massa do peptidio em relacdo ao centro de

massa do grupo fosfato dos fosfolipidios.
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Resultados e Discussoes

Apbés as simulacdes, analises visuais dos sistemas foram
realizadas através do programa VMD (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN,
1996). Foram observados que dois sistemas estudados (AuNP-PEG e
AuNP-BP100-PEG) ndo apresentaram colapso, sendo entdo avaliada a
energia livre de Gibbs da transposicdo da nanoparticula da fase gasosa
para a fase aquosa através do método de amostragem guarda-chuva.
Para os demais sistemas, que serdo discutidos em suas respectivas
secdes, ndo foi possivel calcular a energia livre de Gibbs da transposicéo
da nanoparticula, devido ao colapso do filme no momento em que ocorreu
a transposicdo da nanoparticula. A Tabela 2 mostra os dados da analise
visual e também os valores dos perfis energéticos dos sistemas

estudados.

A nanoparticula de ouro também foi avaliada quanto a polaridade
dos graos e quanto a influéncia na energia livre de Gibbs. Originalmente,
a nanoparticula de ouro possui graos C5, que é aquele grdo com maior
polaridade dos gréos C. Posteriormente, este gréo foi alterado para C1 e
C3. O grupo terminal hidroxila (-OH) do PEG foi modificado para o grupo
tiol (-SH) em uma extremidade da cadeia polimérica, a fim de se também

avaliar a influéncia na energia livre de Gibbs.

Tabela 2. Analise visual e a energia livre de Gibbs (AG) da
transposicao da nanoparticula da fase gasosa para a fase aquosa de

cada sistema estudado.

Sistema Andlise Visual (VMD) AG (kcal mgH}
BP100-PEG Colapsou =100
AUNP-BP100 Colapsou =100

AUNP Colapsou =100
AuNP-PEG Permeou 214
AUNP-BP100-PEG Permeou 223
AUNP-BP100-PEG-b-PS Colapsou =100

AUNP-BP100-P5 Colapsou =100
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51
Composicao dos sistemas

O modelo de surfactante pulmonar (SOUZA et al., 2020; SOUZA,
SOUZA; PIMENTEL, 2019), esta apresentado na Figura 8. A imagem
mostra as monocamadas com a proteina SP—-B do surfactante pulmonar

com uma padronizacao de cores.

Figura 8. Representagdo do modelo de surfactante pulmonar com a
proteina SP-B (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019). As esferas rosas
(forte) representam as caudas apolares e as roxas representam as
cabecas polares dos fosfolipidios. A fase aquosa é representada pela
regido roxa transparente. A proteina SP-B esta circundada em vermelho
em uma conformacao deitada na interface &gua-monocamada. A seta
indica outra conformacédo da SP-B, para melhor visualizacdo. A SP-B é
representada por esferas amarelas (corresponde aos aminoacidos Val,
Thr, Tyr, Ser, Pro, Met, Leu, lle, Trp, Cys, GIn, Ala) e rosas claras
(corresponde aos aminoacidos Lys, Arg, Glu, Asp)
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5.2
Sistema BP100-PEG

O BP-100 apresenta afinidade por fosfolipidios carregados
negativamente, devido as cargas positivas (+6) em sua estrutura
(CARRETERO et al., 2018; PARK et al., 2019; ZAMORA-CARRERAS et
al., 2016), podendo interagir com o modelo de surfactante pulmonar. E
importante mencionar que existem 73 fosfolipidios carregados
negativamente na composicdo do modelo do surfactante pulmonar
(CUROSUREF®), distribuidos entre os fosfolipidios POPG, DPPI e DPPS
(SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019).

Para realizar o estudo da transposicdo do BP-100, o carreador
polimérico PEG foi inicialmente utilizado, a fim de avaliar a estabilidade do
sistema e a espontaneidade do processo. No estudo, observou-se que a
nanoparticula BP100-PEG, ao permear a membrana lipidica (Figuras 9 A
e B) e atingir a fase aquosa, se decomp®e liberando as moléculas do
PEG e BP-100 (Figura 9 C). Consequentemente, o BP-100 passou a

interagir com os fosfolipidios da monocamada.
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Figura 9. Representacao do sistema BP100-PEG durante a simulacéo de
1 ps da transposicéo da nanoparticula no modelo de surfactante pulmonar
CUROSURF®, a 310 K e na tens&o superficial de 20 mN m™, no vacuo
(A), na monocamada (B) e na fase aquosa (C). As esferas em vermelho

representam o PEG.

O gréfico de perfil Z (Figura 10) mostra o0 comportamento da
nanoparticula ao longo da coordenada Z do sistema. Ele apresenta o
momento em que a nhanoparticula atingiu a monocamada e realizou a
transposicdo através da monocamada inferior. Observa-se também que
as moléculas de PEG permearam a monocamada e atingiram a fase
aquosa permanecendo nela até o final da simulagdo de 1 ps (1000 ns).
No entanto, as moléculas do BP-100 permeiam a monocamada e
interagem com as cabecas polares dos fosfolipidios durante todo o tempo
de simulacdo. Ao avaliar o grafico de funcdo de distribuicdo radial (Figura
11) entre o BP-100 e os fosfolipidios, observou-se um pico acentuado
seguido de um pico menor em relacdo aos fosfolipidios carregados
negativamente (POPG, DPPI e DPPS). O primeiro pico sdo 0s primeiros
vizinhos, enquanto que o segundo pico sdo os segundos vizinhos de
fosfolipidios que interagem com o BP-100. Essa interagéo ocorre devido a
atracdo das cargas negativas dos fosfolipidios com as cargas positivas do
BP-100. Para os demais fosfolipidios que compdem o filme (DPPC,
POPC, POPE, DPSM e LPC), ndo se observou a mesma organizacao.
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Portanto, o resultado comprova a afinidade do peptidio pelos fosfolipidios

que contém cargas negativas em sua estrutura.
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Figura 10. Grafico de perfil Z da transposi¢do da nanoparticula
BP100-PEG através do modelo de surfactante pulmonar CUROSURF®,
durante o tempo de 1 ps de simulagao, a 310 K e na tenséo superficial de
20 mN m™. Monocamada inferior (vermelho), monocamada superior
(azul), PEG (verde) e BP-100 (roxa).
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Figura 11. Grafico da funcao de distribuicédo radial entre o BP-100 e
os fosfolipidios que comp&em a monocamada do modelo de surfactante
pulmonar CUROSUREF, a 310 K e tensdo superficial de 20 mN m™.
Fosfolipidios carregados negativamente: POPG, DPPI e DPPS
(vermelho), demais fosfolipidios DPPC, POPC, POPE, LPC, DPSM (azul).
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Para avaliar a energia livre de Gibbs da transposi¢céo do BP100-PEG
da fase gasosa para a fase aquosa, foi realizada a simulacdo direcionada,
com o tempo de 200 ns, aplicando uma constante de for¢ca de 500 kJ mol
! nm? sobre a nanoparticula, o valor da constante de forca esta
relacionado com a maior capacidade de se abranger o espago amostral.
Porém, ao passar da fase intermediaria (Figura 12 B) para a fase aquosa
(Figura 12 C), observou-se que, a nanoparticula se desfez, liberando as
moléculas de BP-100, que migraram para as monocamadas e arrastaram
os fosfolipidios para a fase aquosa, acarretando o colapso do filme

(Figura 12 C).

Figura 12.Representagao do sistema BP100-PEG durante a
simulacédo de 1 ps da transposicdo da nanoparticula no modelo de
surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tensao superficial de 20
mN m™, no vacuo (A), na monocamada (B) e ap6s a simulacdo de 200 ns
com a constante de forca de 500 kJ mol™ nm™ quando ocorre o colapso

(C).

As cargas que compdem o peptidio BP-100 propiciam as interacdes
eletrostaticas com as cabecas polares dos fosfolipidios, induzindo o
colapso do filme. O mesmo foi observado por Souza e colaboradores
(2018), ao realizarem um estudo com o0s modelos de peptidios
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antimicrobianos LL-37, CATH-2 e SMAP-29 para a transposicdo dos
mesmos em um modelo de surfactante pulmonar contendo DPPC, POPC,
POPG, POPE e colesterol. Esses peptidios também possuem cargas
positivas em suas estruturas e a transposicdo dos mesmos, através do
modelo de surfactante pulmonar, mostrou que ocorreram fortes interacdes
entre os peptidios e as caudas apolares dos fosfolipidios, e os mesmos
ndo chegaram a fase aquosa do sistema. No entanto, quando o0s
peptidios foram encapsulados com colato de sédio, que € outra estratégia
para a administragdo de farmacos nos alvéolos pulmonares, as interagfes

reduziram e a transposi¢ao ocorreu de forma efetiva (SOUZA et al., 2018).

Em outro estudo realizado, com o modelo de peptidio beta-defensina
3 humana (HBD-3), Souza e colaboradores (2019) observaram que esse
peptidio também apresentou interacdes eletrostaticas com os fosfolipidios
do modelo de surfactante pulmonar CUROSURF®, devido as cargas
positivas que o0 peptidio apresenta. Porém, essas interacfes, nao
afetaram a espontaneidade da transposicdo. Quando o peptidio foi
encapsulado com PEG, as interacdes reduziram e a permeacdo ocorreu
com mais facilidade (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019).

No estudo dos peptidios LL-37, CATH-2 e SMAP-29, as cargas
influenciaram no processo da transposi¢édo, assim como no caso do BP-
100. No entanto, o peptidio HBD-3 ndo apresentou 0 mesmo
comportamento. Esses resultados indicam que fatores como tamanho,
estrutura e forcas intermoleculares também podem influenciar na
permeacédo e espontaneidade do processo (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL,
2019; SOUZA et al., 2018).

53
Sistema AuNP-BP100

Outra possibilidade de carrear o BP-100 no modelo de surfactante
pulmonar é através das nanoparticulas de ouro. Portanto, um sistema
contendo 5 moléculas do BP-100 adsorvidos na superficie de uma

nanoparticula de ouro foi construido (Figura 13 A). Atraves do grafico do
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perfil, ao longo da coordenada Z (Figura 18 A), pdde-se notar a interagcéo
da nanoparticula com as caudas apolares dos fosfolipidios durante todo o
tempo de simulacdo de 1 us (1000 ns). Ou seja, a nanoparticula atingiu a
monocamada (Figura 13 B) e ndo chegou a fase aquosa. O gréafico de
funcdo de distribuicdo radial entre os aminoacidos (polares e apolares) e
as caudas dos fosfolipidios (Figura 14) mostra que ocorre uma maior
interacdo entre os amino&cidos apolares com as caudas dos fosfolipidios,
enquanto que, neste caso, 0s aminoacidos polares interagem com a

nanoparticula de ouro.

A simulacéo direcionada (tempo de 200 ns e constante de forca de
500 kJ mol™ nm) para avaliar a espontaneidade do sistema, mostrou que
a nanoparticula arrastou os fosfolipidios para a fase aquosa, ocorrendo o
colapso do filme de surfactante pulmonar (Figura 13 C). Nesse sistema, 0
colapso ocorreu devido as interacdes entre o BP-100 com as caudas
apolares dos fosfolipidios e a contribuicAo das interagcbes da
nanoparticula de ouro, que também possui caracteristicas hidrofobicas,

conforme a polaridade do seu gréao (C5).

A (8) ©)

Figura 13 Representagao do sistema AuNP-BP100 durante a
simulacdo de 1 ps da transposicédo da nanoparticula no modelo de
surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tensao superficial de 20
mN m™, no vacuo (A), na monocamada (B) e ap6s a simulacdo de 200 ns

com a constante de forca de 500 kJ mol™ nm™ quando ocorre o colapso

(©).
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Figura 14. Grafico da funcao de distribuicao radial entre os
aminoacidos polares (azul) e apolares (vermelho) do BP-100 e as caudas
dos fosfolipidios que comp&em a monocamada do modelo de surfactante

pulmonar CUROSURF, a 310 K e tens&o superficial de 20 mN m™.

5.4
Sistema AuNP

Para esse sistema, somente a transposicdo da nanoparticula de
ouro foi realizada (Figura 15 A), para avaliar o efeito da mesma no modelo
de surfactante pulmonar. A regido de preferéncia da nanoparticula péde
ser observada no grafico do perfil, ao longo da coordenada Z (Figura 18
B). Por apresentar caracteristica hidrofobica, a mesma interagiu com as
caudas apolares dos fosfolipidios da monocamada. Estudos realizados
por Lin e colaboradores (2014) e Xu e colaboradores (2017) também
mostraram que nanoparticulas de ouro com carater hidrofébico
interagiram com as caudas dos fosfolipidios da monocamada do modelo
de surfactante pulmonar (LIN et al., 2014; XU et al., 2017).

No sistema AuNP, também ocorreram interagdes com a regido das
cabecas polares dos fosfolipidios. Essas interagfes se devem ao fato do
grao C5 possuir menor repulsdo pela agua. Importante mencionar que a
nanoparticula ndo atingiu a fase aquosa do sistema durante os 500 ns de
simulacédo (Figura 15 A e B). A simulagao direcionada (tempo de 200 ns e

constante de forca de 500 kJ mol™ nm?) realizada, demonstrou que a
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nanoparticula arrastou os fosfolipidios para a fase aquosa, ocorrendo o
colapso do filme de surfactante pulmonar (Figura 15 C).

@ (B) ©

Figura 15. Representacao do sistema AuNP durante a simulacéo de
500 ns da transposicéo da nanoparticula no modelo de surfactante
pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tens&o de 20 mN m™, no vacuo (A),
na monocamada (B) e apés a simulacdo de 200 ns com a constante de
forca de 500 kJ mol™ nm™ quando ocorre o colapso (C).

55
Sistema AuNP-PEG

As interacBes entre a nanoparticula de ouro e os fosfolipidios da
membrana do modelo de surfactante pulmonar, ndo permitiram a
transposicdo da mesma até a fase aquosa do sistema. A utilizacdo de
algum revestimento se mostrou necessario, para possibilitar sua
transposicdo no modelo de surfactante pulmonar. Como o peptidio
permeia a membrana quando encapsulado com o PEG, optou-se entéao
por avaliar o comportamento da nanoparticula de ouro, também

encapsulada pelo PEG (Figura 16 A).

Ao ser avaliado o grafico do perfil, ao longo da coordenada Z
(Figura 18 C), observou-se que a nanoparticula permeia o filme de
surfactante pulmonar através da monocamada inferior. Esta permeacédo
ocorreu em menos de 100 ns de simulacdo. Quando a nanoparticula
chegou a fase aquosa, a mesma permaneceu nessa regiao durante todo

o tempo de 1 us de simulagdo (1000 ns), ndo se aproximando das
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monocamadas. Portanto, a permeacdo ocorreu de forma espontanea
(Figuras 16 B e C); logo, ndo houve necessidade de realizar a simulacao
direcionada. O comportamento desta nanoparticula esta relacionado com
a facilidade do PEG em reduzir as interacfes entre a nanoparticula e os
fosfolipidios, permitindo a permeacdo da mesma na monocamada. Desta
forma, a transposicdo desta nanoparticula ndo colapsou o modelo de

surfactante pulmonar como visto nos sistemas discutidos anteriormente.

Estudos demonstraram que, o tamanho da cadeia polimérica do
PEG também influencia na transposicdo das nanoparticulas. Quanto
maior a cadeia polimérica (a partir de 10 unidades de monémeros), a
nanoparticula de ouro apresenta mais facilidade em permear a membrana
(BAI; LI; HU, 2020). O modelo de PEG utilizado neste estudo possui 26

unidades de monbmeros.
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Figura 16. Representacao do sistema AuNP-PEG durante a simulagéo de
1 ps da transposicéo da nanoparticula no modelo de surfactante pulmonar
CUROSURF®, a 310 K e na tens&o superficial de 20 mN m™, no vacuo

(A), na monocamada (B) e na fase aquosa (C).

5.6
Sistema AuNP-BP100-PEG

Como foi possivel permear a nanoparticula de ouro com o PEG, uma
nova nanoparticula foi construida, contendo a nanoparticula de ouro, o
BP-100 e o PEG. Nesse sistema, o BP-100 foi adsorvido na superficie da

nanoparticula e entdo encapsulado com o PEG (Figura 17 A).

O grafico do perfil, ao longo da coordenada Z (Figura 18 D), mostrou
gue a nanoparticula permeia o filme de surfactante pulmonar através da
monocamada inferior. Esta permeacdo ocorreu em menos de 100 ns de
simulacdo, e a nanoparticula permaneceu proxima dos fosfolipidios
durante todo o tempo de 2 us de simulagdo (2000 ns). Acredita-se que
essa aproximacao possa ter ocorrido devido as interacdes do PEG e os
aminoacidos polares do BP-100 com as cabecas polares dos fosfolipidios.
A simulacao deste sistema ocorreu em um tempo maior, para ser avaliada
a estabilidade do filme e da nanoparticula. Neste sistema, a permeacao
ocorreu de forma espontanea (Figuras 17 B e C), portanto nao foi
necessario realizar a simulagcédo direcionada. Esse resultado demonstra

que o PEG é capaz de reduzir as intera¢cdes da nanoparticula e do BP-
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100, permitindo a permeacdo da mesma na monocamada, sem provocar

o colapso do filme.

oy 7 - - i

Figura 17. Representacao do sistema AuNP-BP100-PEG durante a
simulagéo de 2 ps da transposi¢cédo da nanoparticula no modelo de
surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tens&o superficial de 20

mN m™ no vacuo (A), na monocamada (B) e na fase aquosa (C).
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Figura 18. Grafico de perfil Z da transposi¢cao da nanoparticula
AuNP-BP100 (A), durante 1 us de simulacdo, AuNP (B), durante 500 ns
de simulacéo, AUNP-PEG (C), durante 1 us de simulacao, e AUNP-
BP100-PEG (D), durante 2 ps de simulagéo,a 310 K e na tenséo

o

superficial de 20 mN m™. Monocamada inferior (vermelho), monocamada

superior (azul) e a nanoparticula com o BP-100 adsorvido (verde).
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5.7
Perfis energéticos e estabilidade dos filmes dos sistemas AuNP-PEG
e AuNP-PEG-BP100

5.7.1

Método de amostragem guarda-chuva

Nos dois sistemas que apresentaram espontaneidade na
transposicdo da nanoparticula, a simulacao direcionada (tempo de 200 ns
e constante de forca de 500 kJ mol* nm™) foi realizada para avaliar o
comportamento energético da transposicao das nanoparticulas. O perfil
de energia (Figura 19) apresenta o valor de aproximadamente -214,20 +
0,72 kcal mol* para a transposicdo da nanoparticula AuNP-PEG e
aproximadamente -223,37 + 1,28 kcal mol™* para a nanoparticula AuNP-
BP100-PEG, através do modelo de surfactante pulmonar. A nanoparticula
AuNP-PEG atravessa uma barreira energética de aproximadamente 25,18
+ 0,67 kcal mol™* para transpor as interacdes com os fosfolipidios do
modelo de surfactante pulmonar. A interacdo da nanoparticula AuNP-
BP100-PEG com os fosfolipidios do modelo de surfactante pulmonar,
gerou uma barreira energética de aproximadamente 21,13 + 0,13 kcal
mol™. Observa-se que no sistema composto pela AuNP-PEG, a barreira
energética foi maior, esse comportamento pode estar relacionado com as
caracteristicas hidrofébicas da nanoparticula e, as interacbes com o0s
fosfolipidios, que ocorreram no momento da permeacao. Quando ocorreu
a transposicdo do sistema composto pela AuNP-BP100-PEG, a
diminuicAo da barreira energética pode estar relacionada com as
interacdes do BP-100 com a nanoparticula de ouro, conferindo carga a
mesma, além do PEG reduzir as interagbes do peptidio com os

fosfolipidios e, 0 mesmo ter afinidade com a agua.

Por outro lado, Souza e colaboradores (2018) observaram que o
peptidio CATH-2, quando encapsulado com o colato de sodio, apresentou
uma barreira energética menor, préxima a 17 kcal mol™, sob a tens&o

superficial de 30 mN m™, no modelo de surfactante pulmonar contendo
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DPPC, POPC, POPG, POPE e colesterol (SOUZA et al., 2018). O
peptidio HBD-3 (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019), quando
encapsulado com o PEG, ndo apresentou barreira energética ao transpor
o modelo de surfactante pulmonar CUROSURF®, sob a tensdo superficial
de 20 mN m™. A barreira energética pode ser influenciada pelo modelo do
surfactante pulmonar, pela tensdo superficial utilizada, pelo tamanho e
pelas caracteristicas dos aminoacidos que compdem o peptidio, como
observado nos peptidios CATH-2 e HBD-3, porém, no caso do peptidio
BP-100, a transposicdo so foi efetiva quando o mesmo esteve adsorvido
na superficie da nanoparticula de ouro e encapsulado pelo PEG. Esses
resultados demonstram que o0s encapsulamentos sdo capazes de
minimizar as interacdes eletrostaticas entre os fosfolipidios e os peptidios,
promovendo uma transposicdo mais suave dos peptidios no modelo de

surfactante pulmonar.

0 -
50 A
-100 -

-150

G (kcal mol™)

-200 -
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Figura 19. A energia livre de Gibbs de transferéncia da
nanoparticula AUNP-PEG (vermelho) e AUNP-BP100-PEG (azul) da fase
gasosa para a fase aquosa a 310 K e tensdo superficial de 20 mN m™. As

energias sao calculadas ao longo da coordenada da reagao ¢ usando
amostragem guarda-chuva. As barras de erro (x o, N = 50) séo calculadas

usando o método de reamostragem bootstrap (KUMAR et al., 1992).
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A andlise pelo histograma ponderado visa minimizar os erros atraves
da estimativa da fungéo de distribuicdo. Quanto mais as janelas estiverem
sobrepostas, menor sera 0 erro estatistico. Consequentemente, o
resultado é mais confiavel. O histograma apresentado na Figura 20
apresenta janelas sobrepostas em toda a coordenada de reacdo ¢,
conferindo confiabilidade nos valores energéticos apresentados.

Contagem (sem unidades)
-
g

(A) (B)
Figura 20. Andlise do histograma ponderado da sobreposicdo de
janelas da amostragem guarda-chuva na coordenada da reacéo ¢ para a
transferéncia da nanoparticula AUNP-PEG (A) e AUNP-BP100-PEG (B)
através do modelo de surfactante pulmonar CUROSURF® a 310K e

tens&o superficial de 20 mN m™.

5.7.1
Area por Lipidio

A é&rea por lipidio € obtida através do calculo da divisdo da area
total da monocamada pelo numero de lipidios que ela contém. A area é
um parametro importante para observar a estabilidade organizacional do
filme e as transicbes de fases da monocamada. A area por lipidio esta
relacionada com a tensédo superficial fixada no sistema. Ela aumenta e
diminui conforme a expansdo e compressdo dos alvéolos pulmonares
(HOSSAIN et al., 2019).

O estudo de Baoukina e colaboradores (2007) sugere que a
monocamada encontra-se na fase liquido expandido (LE), quando a area
por lipidio esta na faixa de 56 a 63 A2 lipidio™. Na faixa de 46 a 48 A2
lipidio®, a monocamada encontra-se na fase liquido condensado (LC). A

coexisténcia das fases LE e LC ocorre na faixa de valores para area por
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lipidio de 48 a 56 A2 lipidio™, quando se varia a tenséo superficial entre 20
e 30 mN m™* (BAOUKINA et al., 2007a).

No estudo do peptidio HBD-3, Souza e colaboradores (2019)
(SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019), obtiveram o valor de 61 + 0,2 A2
lipidio™ para a éarea por lipidio do modelo de surfactante pulmonar, sob
uma tenséo superficial de 20 mN m™. No estudo realizado por Estrada-
Lépez e colaboradores (2017) (ESTRADA-LOPEZ et al., 2017), com um
modelo de DPPC/POPC, o valor obtido para a area por lipidio para uma
tensdo superficial de 20 mN m™ foi de 57 + 0,1 A2 lipidio™. Estrada-Lopez
e colaboradores (2017), ainda mencionam a existéncia da fase LE do
surfactante pulmonar, com uma tensao superficial variando entre 20 a 25

mN m™ em um organismo saudavel durante a expansao pulmonar.

Os valores obtidos para as areas dos sistemas onde ocorreram a
transposicdo das nanoparticulas, AUNP-PEG e AuNP-BP100-PEG, foram
de 57,20 + 0,14 e 57,25 £ 0,13, respectivamente, e estdo proOXimos aos
valores encontrados no estudo de Baoukina e colaboradores (2007)
(BAOUKINA et al., 2007b), Estrada-Lépez e colaboradores (2017)
(ESTRADA-LOPEZ et al., 2017) e Souza e colaboradores (2019)
(SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019), citados anteriormente, sugerindo
que a permeacao das nanoparticulas (AuUNP-PEG e AuNP-BP100-PEG),
faz com que o modelo de surfactante pulmonar se organize na fase LE,
indicando que o sistema permaneceu estavel mesmo apds a permeacao

das nanoparticulas.

Para fins de comparacéo, também foi utilizado o programa SuAVE
para o calculo da area por lipidio. A Tabela 3 apresenta os valores obtidos
da area por lipidio para os dois sistemas. Observa-se que os valores das
areas de ambos os sistemas ndo variaram consideravelmente entre os
métodos. Isto esta de acordo com os resultados encontrados na literatura
(FORNASIER et al., 2020).
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Tabela 3. Area por lipidio calculada pelos métodos GridMAT-MD e
SUAVE do modelo de surfactante pulmonar ap6s a nanoparticula ser
transferida da fase gasosa para a fase aquosa a 310 K e tenséo

superficial de 20 mN m™.

Sistema
AUNP-PEG AuNP-BP100-PEG
Método Area por Lipidio (A2 |ip|’di0'1} Area por Lipidio (A2 Iipidiﬂ'1}
GridMAT-MD 57.20+014 5725013
SUAVE 58,01 0,31 5781019

Importante notar dois aspectos: 1) os modelos coarse grained
estimam valores mais altos de area por lipidio em uma tenséo superficial
que deveria gerar uma fase LC; e 2) o funcionamento de um pulméo
doente ocorre com uma tensdo superficial maior do que 20 mN m™ e,
consequentemente, o modelo de surfactante pulmonar trabalha com uma
area por lipidio maior (BAOUKINA et al., 2007a).

A area por lipidio também esta representada pelos graficos (Figuras
21 A e B) para os sistemas AuNP-PEG e AuNP-BP100-PEG
respectivamente, em relacdo ao tempo de simulacdo, avaliada pelo
método GridMAT-MD. E possivel observar que no inicio da simulacéo
(antes dos primeiros 100 ns) ocorreu uma variacdo mais acentuada na
area por lipidio. Nesse momento da simulacdo, a variacdo da area de
ambos o0s sistemas esta relacionada com o momento em que a
nanoparticula permeia a monocamada, como visualizado nos gréficos de
perfil na coordenada Z (Figuras 18 C e D) dos respectivos sistemas
(AUNP-PEG e AuNP-BP100-PEG). Percebe-se que, ap0s a permeacao
das nanoparticulas, a area permaneceu constante ao longo de todo o
tempo de simulacéo, indicando que a fase LE, como esperado para o
modelo de surfactante pulmonar, ndo provoca desestabilizacdo na

organizacédo dos fosfolipidios.
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Figura 21. Area por lipidio calculada pelo método GridMAT-MD do
modelo de surfactante pulmonar CUROSURF® da transposicéo da
nanoparticula AUNP-PEG (A) e AUNP-BP100-PEG (B) da fase gasosa
para a fase aquosa a 310 K e tenséo superficial de 20 mN m™. As barras

de erro sao calculadas usando +o e N = 50000.

5.7.2

Difusao Lateral

A difusdo lateral é uma propriedade que indica a mobilidade dos
lipidios e a rigidez da monocamada. A Tabela 4 apresenta os valores
obtidos para a difusdo lateral da monocamada que foi permeada pelos
sistemas AuNP-PEG e AuNP-BP100-PEG durante os ultimos 500 ns de
simulacdo. Para o modelo de CUROSURF® puro, os valores de difusédo
lateral apresentados fazem parte do estudo de Souza e colaboradores
(2019) (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019).

Os resultados obtidos para o sistema AuNP-PEG (Tabela 4) estéo
na faixa de 1,94 a 2,40 x 107 cm? s™. Para o sistema AuNP-BP100-PEG
(Tabela 4), os valores obtidos estdo na faixa de 1,81 a 2,93 x 107 cm? s™.
Esses valores se aproximam dos valores encontrados no estudo de
Souza e colaboradores (2019) (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019) com
o peptidio HBD-3 encapsulado com o PEG, que foram na faixa de 0,83 a
4,9 x 107 cm? s, indicando que as caracteristicas do BP-100 (cargas e
hidrofobicidade) e da AuNP (hidrofobicidade), foram reduzidas quando as

nanoparticulas foram encapsuladas pelo PEG.

Ao comparar os valores de difuséo do filme puro de CUROSURF®,
com o sistema AuNP-PEG, os valores de difusdo de todos os fosfolipidios

sofreram pequenas diminui¢cdes. Esse resultado pode estar relacionado
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com as interagbes entre a AuNP e os fosfolipidios no momento da
passagem na monocamada, e na interacdo do PEG com as moléculas de
agua da fase aquosa do sistema. O mesmo ocorreu com os fosfolipidios
do sistema AuNP-BP100-PEG. Essas variagcdes também podem estar
relacionadas com as interacdes entre o BP-100 e os fosfolipidios, no
momento da passagem na monocamada, e também na interacdo dos

aminoacidos polares do BP-100 com o PEG e a fase aquosa do sistema.

Em ambos os casos, os fosfolipidios tendem a se reorganizar na
monocamada apos a permeacdo da nanoparticula, indicando uma baixa
influéncia da nanoparticula na mobilidade e na rigidez da monocamada.
Uma explicacdo para este fato sdo os valores de difusdo lateral dos
fosfolipidios, que ndo sdo afetados significativamente, uma vez que
mudancas significativas s6 ocorreriam se a nanoparticula provocasse
mudancas de fases no filme, como, por exemplo, passando da fase LE
para LC. Nesse caso, a difusdo lateral diminuiria duas ordens de
grandezas (BAOUKINA et al., 2007a).

Os gréaficos de MSD (Figura B.1) dos fosfolipidios dos sistemas
AuNP-PEG e AuNP-BP100-PEG encontram-se no Apéndice B.
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Tabela 4. Coeficientes de difusao lateral (D) dos fosfolipidios do modelo de surfactante pulmonar (somente

monocamada que foi permeada) a 310 K e tens&o superficial de 20 mN m™,

D (107 cm?s™)

PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1812594/CA

Sistema AuNP-PEG Sistema AuNP-BP100-PEG CUROSURF®

DPPC 2,34+0,01 2,32 +0,08 3.52+1.17
POPC 2,20+ 0,01 2,39 +0,23 3.40+1.40
POPG 2,28+0,34 2,28 £ 0,39 3.15+0.19
POPE 2,25+ 0,02 2,15+0,21 2.57 +0.50
DPPI 1,94 +£0,89 2,73+0,78 3.82+0.54
DPPS 2,02+0,25 1,81+0,18 2.93+0.84
LPC 2,40 =+ 0,60 2,93+0,26 3.90+1.24
DPSM 2,09+0,15 2,38 £0,04 3.91+0.75

*Resultados adaptados do estudo de: (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019).
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57.3
Parametro de Ordem

O parametro de ordem € uma propriedade que indica a ordem, a
fase e a estabilidade da monocamada em relacéo a cadeia hidrocarbdnica
dos fosfolipidios. Para calcular o parametro de ordem (S;) dos modelos,
as cadeias carbOnicas dos lipidios sdo agrupadas em dois grupos,
denominadas SN1 e SN2. Os gréos que correspondem o grupo SN1 séo
GL1-C1A, C1A-C2A, C2A- C3A, C3A-C4A e os graos correspondentes
para o grupo SN2 sdo GL2-C1B, C1B-C2B, C2B-C3B, C3B-C4B. Os
graos GL1-C1A e GL2-C1B, para os respectivos grupos SN1 e SN2,
representam o grupo onde ocorrem as ligacdes das cabecas polares dos
fosfolipidios com as cadeias hidrocarbbénicas (MARRINK; DE VRIES;
MARK, 2004).

De acordo com o estudo de Baoukina e colaboradores (2007)
(BAOUKINA et al., 2007a), os valores do parametro de ordem (S;) para
um filme contendo o fosfolipidio DPPC variando entre 0,6 e 0,4 indicam
gue a organizacao dos fosfolipidios est4 na fase LE. Entre 0,8 € 0,9, a
fase encontrada € LC. Valores entre 0,7 e 0,6 indicam a coexisténcia das
fases LC e LE.

A partir dos graficos dos fosfolipidios (Figura 22), observa-se que os
valores dos parametros S, variam de 0,6 a 0,4, indicando que a
organizacdo do filme estd na fase LE, corroborando com os resultados
encontrados por Baoukina e colaboradores (2007) (BAOUKINA et al.,
2007a). Logo, a organizacdo do filme se manteve estavel e ndo sofreu
alteracbes com a permeacdo das nanoparticulas. Esses resultados
corroboram com os resultados obtidos para a area por lipidio (secéo
5.7.1).
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Figura 22. Parametros de ordem dos fosfolipidios a 310 K e na
tensdo superficial de 20 mN m™. Grupo SN1 AuNP-PEG (azul) e AuNP-
BP100-PEG (vermelho). Grupo SN2 AuNP-PEG (verde) e AuNP-BP100-

PEG (lilas). O parametro de ordem foi obtido usando o script do-order-

multi.py do campo de forca Martini.
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5.8
Polaridade dos graos da nanoparticula

No campo de forca coarse grained, o grdo C é diferenciado pela
polaridade, variando de 1 (menor polaridade) a 5 (maior polaridade).
Sendo assim, foi realizada uma avaliacdo sobre a polaridade do modelo
da nanoparticula de ouro, observando o efeito na energia livre da
transposicdo da mesma, no modelo de surfactante pulmonar. Nessa
andlise, o sistema AuNP-BP100-PEG foi avaliado através da alteracdo
dos grdos da nanoparticula de ouro, sendo estes modificados do grao

original C5 para C3 e C1.

5.8.1
Sistema Au(C3)NP-BP100-PEG

No sistema Au(C3)NP-BP100-PEG (Figura 23 A), a nanoparticula
possui grdao C3, o que representa uma polaridade intermediaria quando
comparado com o grdo C5 e C1. O gréfico do perfil, ao longo da
coordenada Z (Figura 25 A), apresenta a trajetéria da transposicdo da
nanoparticula no filme de surfactante pulmonar. Observou-se que a
mesma permeou o modelo de surfactante pulmonar através da
monocamada inferior. Esta permeacéo ocorreu em menos de 100 ns de
simulacdo. Quando a mesma chegou a fase aquosa, ela permaneceu
nessa regiao durante todo o tempo de 1 us de simulagcdo (1000 ns),
mantendo-se préoxima da cabeca polar dos fosfolipidios. A transposicéo
da nanoparticula ocorreu de forma espontanea (Figuras 23 B e C), sem
colapsar o modelo de surfactante pulmonar. Esse mesmo comportamento

foi observado no sistema com o gréo C5.
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Figura 23. Representacao do sistema Au(C3)NP-BP100-PEG
durante a simulacédo de 1 ps da transposicédo da nhanoparticula no modelo
de surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tensao superficial de

20 mN m™, no vacuo (A), na monocamada (B) e na fase aquosa (C).

5.8..2
Sistema Au(C1)NP-BP100-PEG

No sistema Au(C1)NP-BP100-PEG (Figura 24 A), a nanopatrticula é
construida com o grdo C1, que possui uma polaridade menor quando
comparado com o grdo C5 e C3. O grafico do perfil, ao longo da
coordenada Z (Figura 25 B), apresenta a trajetéria da nanoparticula. A
permeacdo também ocorreu em menos de 100 ns de simulacdo. Quando
a nanoparticula chegou a fase aquosa, a mesma permaneceu nessa
regido durante todo o tempo de 1 us de simulacdo (1000 ns). No entanto,
pequenas flutuacbes de posicdo ao longo do eixo z na simulagéo
ocorreram, apresentando uma ligeira aproxima¢ao da nanoparticula com
os fosfolipidios da monocamada (Figura 24 C). Essa aproximacao ocorre
devido a influéncia da polaridade do grdo da nanoparticula com o
conjunto do sistema. No entanto, a transposi¢do da nanoparticula também

ocorreu de forma espontanea (Figuras 24 B e C).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1812594/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1812594/CA

100

@ . . B

Figura 24. Representacao do sistema Au(C1)NP-BP100-PEG
durante a simulagéo de 1 us da transposi¢ado da nanoparticula no modelo
de surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tensao superficial

de 20 mN m™, no vacuo (A), na monocamada (B) e na fase aquosa (C).
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Figura 25. Grafico de perfil Z da transposi¢édo da nanoparticula
Au(C3)NP-BP100-PEG (A) e Au(C1)NP-BP100-PEG (B), durante o tempo
de 1 ps de simulacéo, a 310 K e na tenséo superficial de 20 mN m™.
Monocamada inferior (vermelho), monocamada superior (azul) e a
nanoparticula com o BP-100 adsorvido na superficie e encapsulado com
PEG (verde).
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5.8.3
Método de amostragem guarda-chuva

Nos dois sistemas que apresentaram espontaneidade na
transposicdo da nanoparticula, a simulacéo direcionada (tempo de 200 ns
e constante de forca de 500 kJ mol™ nm™) foi realizada para avaliar o
quao espontaneos foram ambos sistemas. Os perfis de energia para
essas transposicdes sdo mostrados na Figura 26. Para fins de

comparacao, a hanoparticula com o grédo C5 também é incluida.

A energia livre de Gibbs do sistema Au(C1)NP-BP100-PEG foi de
aproximadamente -167,60 +* 2,01. O sistema Au(C3)NP-BP100-PEG
apresentou uma energia um pouco maior, de aproximadamente -192,43 +
1,62. O sistema Au(C5)NP-BP100-PEG apresentou uma energia de
aproximadamente -223,37 = 1,28 e as barreiras energéticas de interacao
entre as cabecas polares dos fosfolipidios do modelo de surfactante
pulmonar e das nanoparticulas foram aproximadamente 52,17 + 0,21,
30,44 + 0,03 e 21,13 + 0,13 kcal mol™?, respectivamente. Esses valores
acabam ndo sendo precisos uma vez que ndo foi atingido um platé de
energia ao final da simulacédo. Os grdos C3 e C1 sdo menos polares do
que o gréao C5. Isso fica evidenciado nos perfis de energia, sendo o gréo
C3 com uma energia de transposicdo intermediaria e o grdo C1 com a
maior energia de transposicdo entre os trés modelos. Os valores
energéticos indicam que a interferéncia qualitativa sobre a
espontaneidade da transposicdo, nao depende dos modelos da
nanoparticula AuNP testados. Além disso, a estabilidade dos filmes, onde
ocorreu a permeacdo das nanoparticulas com grdos C3 e C1, foi
semelhante ao resultado do sistema da nanoparticula com o grdo C5. Os
histogramas (Figuras C.1 A e B) dos sistemas com as nanoparticulas de
ouro parametrizadas com C1 e C3 encontram-se no Apéndice C.
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Figura 26. A energia livre de Gibbs de transferéncia da
nanoparticula AUNP-BP100-PEG da fase gasosa para a fase aquosa, a
310 K e tensdo superficial de 20 mN m™. As particulas de ouro sédo
parametrizadas com C1 (azul), C3 (vermelho) e C5 (verde). As energias
sdo calculadas ao longo da coordenada da reacao ¢ usando amostragem
guarda-chuva. As barras de erro (x o, N = 50) sdo calculadas usando o

método de reamostragem bootstrap (KUMAR et al., 1992).

5.9
Polietilenoglicol com terminagéo tiol

O PEG com terminacdo tiol (-SH), PEG(tiol), é utilizado para
aumentar a estabilidade do revestimento de nanoparticulas AuNP em
experimentos in vitro e in vivo, uma vez que que o grupamento tiol (-SH)
interage mais fortemente com as nanoparticulas de ouro (HO et al., 2019;
KLEBOWSKI et al., 2018). Neste estudo, também foi avaliada a influéncia
da terminacdo tiol do PEG na energia livre da transposicdo da
nanoparticula e na dessorcdo das moléculas de PEG na superficie das
AuNP. Com este intuito, o grdo da extremidade da molécula do PEG foi
alterado do tipo SP2 para o tipo NO (Tabela 5), para representar a
interacéo da ligacdo do enxofre (S) com a nanoparticula AUNP (MARRINK
et al., 2007; SONG et al., 2012). A nanoparticula utilizada foi a que possui

0 grao C5. A Tabela 5 abaixo apresenta a alteracdo realizada.
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Tabela 5. Representacéo dos gréos das moléculas do PEG e
PEG(tiol) a partir do itp original.

PEG itp original PEG(tiol) itp modificado

Grao Tipo de Grao  Grupos Tipo de Grao Grupos
1 SP2 OH NO S
2-27 SNO o1 SNO O1

28 SP2 OH SP2 OH

O sistema contendo o PEG com terminagdo tiol (Figura 27 A)
também permeou a monocamada de forma espontanea (Figuras 27 B e
27 C), apresentando o mesmo comportamento das demais nanoparticulas
estudadas. Através do grafico do perfil ao longo da coordenada Z do
sistema (Figura 28), p6de-se observar que a nanoparticula, apos permear
a monocamada e atingir a fase aquosa, permaneceu proxima dos

fosfolipidios durante todo o tempo de 1 ps de simulacdo (1000 ns).

(B)

Figura 27. Representacao do sistema AuNP-BP100-PEG(tiol)
durante a simulagéo de 1 pys da transposi¢cdo da nanoparticula no modelo
de surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tens&o superficial de
20 mN m™, no vacuo (A), na monocamada (B) e na fase aquosa (C).*N&o
foi possivel gerar a imagem com a representagdo da agua devida a falhas

na resolucdo da imagem.
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Figura 28. Grafico de perfil Z da transposi¢éo da nanoparticula
AuNP-BP100-PEG(tiol), durante o tempo de 1 ps de simulacédo, a 310 K e
na tens&o superficial de 20 mN m™. Monocamada inferior (vermelho),
monocamada superior (azul) e a nanoparticula com o BP-100 adsorvido e

encapsulado com PEG (verde).

59.1
Método de amostragem guarda-chuva

O sistema também apresentou espontaneidade na transposicao da
nanoparticula. A simulacéo direcionada (tempo de 200 ns e constante de
forca de 500 kJ mol* nm? também foi realizada para avaliar o
comportamento energético do sistema. O perfil de energia de
transposicdo da nanoparticula AuUNP-BP100-PEG(tiol) através do modelo
de surfactante pulmonar estd apresentado na Figura 29. Para fins de

comparacao, a nanoparticula com o PEG também esté apresentada.

Os resultados demonstram que a nhanoparticula AuNP-BP100-
PEG(tiol) também apresenta um perfil espontdneo em comparacédo com a
nanoparticula AuUNP-BP100-PEG, embora a energia do sistema tenha
sido maior. A energia de transposicdo da AuNP-BP100-PEG(tiol) € de
aproximadamente -205,16 + 1,16 kcal mol®. A barreira energética da
interacdo entre as cabecas polares dos fosfolipidios e a nanoparticula
AUNP-BP100-PEG(tiol) é de aproximadamente 19,47 + 0,43 kcal mol™.

Importante relembrar que a nanoparticula AUNP-BP100-PEG possui uma
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energia de transposicdo de aproximadamente -223,37 + 1,28 kcal mol™ e
uma barreira energética de 21,13 + 0,13 kcal mol™. O histograma (Figura

B.1 C) do sistema PEG(tiol) encontra-se no Apéndice B.

Portanto, a energia de transposicdo e a barreira energética foram
sutiimente diferentes, quando ambos modelos sdo comparados, ou seja,
esses sistemas devem permear similarmente através do modelo de
surfactante pulmonar. Acredita-se que a terminacao tiol do PEG tenha
maiores interacbes com o0s aminoacidos polares do BP-100 e a agua,
refletindo na reducgédo da barreira energética. A estabilidade do filme, onde
ocorreu a permeacao da nanoparticula encapsulada com o PEG(tiol), foi
semelhante ao resultado do sistema da nanoparticula encapsulada com o
PEG.

50 -
-100 -

-150 -

G (kcal/mol)

-200 -

-250

-300

¢ (nm)

Figura 29. Gréfico da energia livre de Gibbs de transferéncia da
nanoparticula AUNP-BP100-PEG da fase gasosa para a fase aquosa a
310 K e tensdo superficial de 20 mN m™. AuUNP-BP100-PEG(tiol) e AuNP-
BP100-PEG séo representados em azul e vermelho, respectivamente. As
energias sao calculadas ao longo da coordenada da reagao ¢ usando
amostragem guarda-chuva. As barras de erro (x o, N = 50) s&o calculadas
usando o método de reamostragem bootstrap (KUMAR et al., 1992).
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5.10
Efeito da hidrofobicidade dos revestimentos

Além do PEG, outros dois polimeros foram estudados como
possiveis revestimentos para o BP-100 adsorvido na nanoparticula de
ouro, sendo eles um copolimero de PEG ligado em bloco com o PS (PEG-
b-PS) e 0 PS. As duas secdes a seguir abordardo o comportamento de

cada nanoparticula no modelo de surfactante pulmonar CUROSURF®.

5.10.1
Sistema AuNP-BP100-PEG-b-PS

No sistema AuNP-BP100-PEG-b-PS (Figura 30 A), foi utilizado como
revestimento o copolimero PEG-b-PS. Ao ser avaliado o gréafico do perfil,
ao longo da coordenada Z (Figura 32 A), observou-se que a
nanoparticula, ao atingir a monocamada, interagiu com as caudas
apolares dos fosfolipidios, e ap6s os primeiros 200 ns de simulacédo, a
mesma passou a interagir com as cabecas polares dos fosfolipidios,
permanecendo nessa regido até o final da simulagdo de de 1 us (1000
ns). Neste sistema, quando a nanoparticula atingiu a monocamada
(Figura 30 B), parte dela interagiu com a fase aquosa e parte permaneceu
entre os fosfolipidios, porém, a mesma nao atingiu a fase aquosa
efetivamente. Acredita-se que a interagdo com os fosfolipidios tenha
ocorrido devido as caracteristicas hidrofébicas do PS, juntamente com os
aminoécidos apolares do BP-100. Além disso, a regido que interagiu com
a fase aquosa pode ser a parte da nanoparticula que foi revestida pelo
PEG.

A simulagéo direcionada (tempo de 200 ns e constante de forca de
500 kJ mol™ nm™) foi realizada e pdde-se observar que a nanoparticula
arrastou os fosfolipidios para a fase aquosa, ocorrendo o colapso do filme

de surfactante pulmonar (Figura 30 C).
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(R) (B)

Figura 30. Representacao do sistema AuNP-BP100-PEG-b-PS
durante a simulacédo de 1 ps da transposicédo da nanoparticula no modelo
de surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tenséo superficial de
20 mN m™, no vacuo (A), na monocamada (B) e apés a simulacdo de 200

ns com a constante de forca de 500 kJ mol™* nm™ quando ocorre o

colapso (C).

5.10.2
Sistema AuNP-BP100-PS

O PS também foi avaliado como revestimento (Figura 31 A). Através
do grafico do perfil, ao longo da coordenada Z (Figura 32 B), pb6de-se
notar a interacdo da nanoparticula com as cabecas polares dos
fosfolipidios. Diferente do sistema anterior, esta nanoparticula logo atinge
a monocamada fosfolipidica (Figura 31 B) e permanece durante todo o
tempo de simulagcdo de 1 ps (1000 ns). Esse comportamento esta
relacionado com as interacdes hidrofobicas entre o BP-100 e o PS com os

fosfolipidios da monocamada.

A simulacéo direcionada (tempo de 200 ns e constante de forca de
500 kJ mol™ nm™) também foi realizada neste sistema e pdde-se observar
gue a nanoparticula também arrastou os fosfolipidios para a fase aquosa,

ocorrendo o colapso do filme de surfactante pulmonar (Figura 31 C).
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Figura 31. Representacao do sistema AuNP-BP100-PS durante a
simulacédo de 1 ps da transposicdo da nanoparticula no modelo de
surfactante pulmonar CUROSURF®, a 310 K e na tens&o superficial de 20
mN m™, no vacuo (A), na monocamada (B) e ap6s a simulacdo de 200 ns

com a constante de forca de 500 kJ mol™ nm™ quando ocorre o colapso

(©).
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Figura 32. Grafico de perfil Z da transposi¢cao da nanoparticula
AuNP-BP100-PEG-b-PS (A) e AuNP-BP100-PS (B) , durante o tempo de
1 ps de simulacdo, a 310 K e na tens&o superficial de 20 mN m™.
Monocamada inferior (vermelho), monocamada superior (azul) e a
nanoparticula com o BP-100 adsorvido na superficie e encapsulado com

os polimeros (verde).
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Conclusoes

Nesta dissertacdo, a simulacdo molecular da transposi¢cdo do
peptidio BP-100 adsorvido, em nanoparticulas de ouro e encapsuladas
com polimeros através do modelo de surfactante pulmonar CUROSURF®,
foi realizada com sucesso. Os polimeros utilizados para encapsular as
nanoparticulas de ouro foram PEG, PS e o copolimero PEG-b-PS. Com
este fim, sete nanoparticulas foram construidas, sendo denominadas:
BP100-PEG, AuNP-BP100, AuNP, AuNP-PEG, AuNP-BP100-PEG,
AuNP-BP100-PEG-b-PS e AuNP-BP100-PS. Todos os sistemas foram
simulados utilizando dinamica molecular coarse grained na tensao
superficial de 20 mN m™ a 310 K.

O método de amostragem guarda-chuva foi utilizado para realizar o
calculo de energia livre de Gibbs para os sistemas que ndo colapsaram
(AuNP-PEG e AuUNP-BP100-PEG). Nos demais sistemas, em que
ocorreram 0s colapsos, este comportamento esta relacionado com as
caracteristicas hidrofébicas e com as interacdes eletrostaticas de cada
componente do sistema (nanoparticula de ouro, BP-100 e PS) com os
fosfolipidios da monocamada. Portanto, ndo foi possivel realizar o calculo

de energia livre de Gibbs desses sistemas.

A nanoparticula BP100-PEG permeou a monocamada, porém
guando esta nanoparticula atingiu a fase aquosa, o PEG se desfez,
liberando as moléculas do BP-100, que migraram para a regido dos
fosfolipidios carregados negativamente. Esse comportamento pode ser
observado através do grafico de funcdo de distribuicdo radial. Ao ser
avaliada a espontaneidade do sistema, através da simulagéo direcionada,
o filme colapsou. Esse comportamento estd relacionado com as
interacbes dos aminoacidos apolares do BP-100, que interagiu com 0s

fosfolipidios da monocamada. No entanto, a interagcdo dos aminoacidos
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polares com a agua foi capaz de arrastar os fosfolipidios para a fase

aguosa.

As nanoparticulas AuNP-PEG e AuNP-BP100-PEG néo
desestabilizaram a estrutura organizacional do modelo de surfactante
pulmonar, que permaneceu estavel durante todo o tempo de simulacdo
apos a transposicdo. A estabilidade péde ser demonstrada através das
analises de area por lipidio, parametro de ordem e difuséo lateral. Quando
o polimero PEG foi utilizado para encapsular o BP-100 adsorvido na
superficie da nanoparticula de ouro, as transposi¢cées ocorreram de forma
espontanea. Isto possibilita inferir que o PEG é capaz de reduzir as
interacbes hidrofobicas e eletrostaticas dos fosfolipidios com a

nanoparticula de ouro e o BP-100.

Os perfis de energia livre de Gibbs demonstraram a espontaneidade
da transposicao das nanoparticulas AUNP-PEG (AG = -214,20 £ 0,72 kcal
mol™) e AUNP-BP100-PEG (AG = -223,37 + 1,18 kcal mol™) através do
modelo de surfactante pulmonar. As barreiras energéticas da interacao
das nanoparticulas AuNP-PEG e AuNP-BP100-PEG com as cabecas
polares do modelo do surfactante pulmonar foram de aproximadamente
25,18 + 0,67 e 21,13 + 0,13 kcal mol™*, respectivamente. Essa diminuigéo
da barreira energética pode estar relacionada ao fato do BP-100, ao ser
incorporado na nanoparticula, conferir carga a mesma. Portanto, as
interacdes entre as nanoparticulas e as cabecas polares do modelo de

surfactante pulmonar diminuem quando encapsuladas com o PEG.

Ao ser avaliada a polaridade dos grdos da nanoparticula de ouro, 0os
resultados demonstraram qualitativamente que a espontaneidade da
transposicdo ndo dependeu da parametrizacdo da nanoparticula AuNP.
Além disso, a modificacdo da parametrizacdo ndo desestabilizou o
modelo de surfactante pulmonar. Quando se utilizou o PEG tiolado,
observou-se que a barreira energética da interacdo da nanoparticula
AuNP-BP100-PEG(tiol) com as cabecas polares do modelo do surfactante
pulmonar foi sutiimente menor, aproximadamente 19,47 + 0,43 kcal mol™.

Porém, a espontaneidade da transposicdo da nanoparticula AuNP-
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BP100-PEG(tiol) através do modelo de surfactante pulmonar foi
aproximadamente -205,16 + 1,16 kcal mol*, ou seja, um pouco maior
qgquando comparado com a nanoparticula AuNP-BP100-PEG. Pode-se
inferir gque ambas as nanoparticulas permeiam similarmente o modelo de
surfactante pulmonar. Além disso, o uso do PEG(tiol) ndo desestabilizou o

modelo de surfactante pulmonar.

Finalmente, o BP-100 adsorvido na superficie da nanoparticula de
ouro e encapsulado pelo PEG, mostrou-se capaz de transpor o modelo de
surfactante pulmonar. Portanto, esses estudos indicam que essa entrega
do farmaco pode ser testada em experimentos in vitro e in vivo para

desenvolver um novo tratamento para a pneumonia.
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Implicacdes

As implicagOes deste trabalho estéo voltadas para a possibilidade do

desenvolvimento de um método de entrega de peptidios antimicrobianos

no pulmédo para o tratamento da pneumonia. Isto pode vir a ser uma

solucdo para os sérios riscos e problemas de saude relacionados a

resisténcia bacteriana, uma vez que 0S mesmos possuem baixa

capacidade de induzir a resisténcia bacteriana em comparacdo aos

antibiéticos convencionais.

8

Perspectivas para o trabalho

Para uma possivel continuacao deste trabalho sugere-se:

X/
L X4

X/
°

X/
°

Avaliar a transposicdo do BP-100 com outros polimeros
biocompativeis.

Realizar simula¢des da transposicdo da nanoparticula com
BP-100 através de um modelo de muco.

Realizar testes in vitro e in vivo com o BP-100 para verificar a
viabilidade de se utilizar o sistema de entrega aqui proposto.
Utilizacdo de microparticulas do tipo “cavalo de tréia” para

aumentar a eficiéncia da entrega no pulmao.
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Apéndices

Apéndices A
Tabela A.1 composicao (m/m) do modelo de surfactante pulmonar
CUROSURF®,

- -
Fosfolipidio mm (%) MN® de moléculas (em cada

monocamada)
DPPC 49 46 505
POPC 22,33 228
POPG 1,17 12
POPE 6,46 66
DPPS 3,13 32
DPPI 2,64 29
LPC 6,17 63
DPSM 842 86
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Figura B.1. Grafico de MSD dos fosfolipidios do sistema AuNP-PEG
(azul) e AUNP-BP100-PEG (vermelho), durante os ultimos 500 ns de

simulacdo, a 310 K e tensdo superficial de 20 mN m™.
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Apéndices C
Gréficos (figuras C.1 A, B e C) da analise dos histogramas

ponderados dos sistemas C3, C1 e PEG (tiol) respectivamente.
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Figura C.1. Andlise do histograma ponderado do sistema C3 (A), C1
(B) e PEG (tiol) (C) da sobreposicao entre janelas da amostragem de
guarda-chuva na coordenada da reagao para a transferéncia da
nanoparticula através dos modelos de surfactantes pulmonares
CUROSURF® a 310 K e tenséo superficial de 20 mN m™,
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Apéndices D
Divulgacéo do Trabalho.

Essa dissertacéo foi apresentada na forma de péster na sesséo de
quimica tedrica durante o XVII Encontro Regional da Sociedade Brasileira
de Quimica do Rio de Janeiro (SBQ-Rio). Foi premiado como melhor

poster da sessao.
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Certifico que o trabalho, apresentado por Franccesca Fornasier, Nanoparticulas de ouro
\|//  revestidas com polimeros como carreadores de peptideos antimicrobianos em um modelo de
/I surfactante pulmonar dos autores Franccesca Fornasier, Lucas M. P. de Souza, Beatriz de M. Silva, /
“"/ Mariana C. Lima, Adriana S. Carvalho, Felipe R. de Souza, André Silva Pimentel., foi premiado na '\_‘\:
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Figura D.1. Certificado de premiagao de poster do XVII Encontro
Regional da SBQ-Rio, dezembro de 2019.
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