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Resumo

de Souza, Lucas Miguel Pereira; Pimentel, André Silva. Transposicdo de
siRNA encapsulado com polimeros através de modelos de surfactante
pulmonar na interface. Rio de Janeiro, 2024. 102 p. Tese de Doutorado —
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

Simulagdes de dinamica molecular coarse-grained foram usadas para
investigar diferentes polimeros para o encapsulamento de um siRNA para a
transposi¢cdo em modelos de surfactante pulmonar. Os modelos consistiam em uma
monocamada de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) ou uma
mistura 70:30 de DPPC e 1,2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-sn-glicerol) (DPPG).
Os nanocarreadores escolhidos para encapsular o siRNA anti-TNF foram o
polietilenoglicol (PEG) e a polietilenimina (PEI). Acredita-se que o uso do siRNA
para o silenciamento genético da citocina TNF pode ser terapéutico para algumas
doencas inflamatdrias, em especial, pulmonares. As simulagdes mostraram que as
nanoparticulas contendo apenas PEG promovem o arraste de fosfolipideos do
modelo de surfactante pulmonar, formando uma coroa lipidica. As nanoparticulas
contendo apenas PEI ou PEI e PEG causaram certas perturbagdes a monocamada,
porém, nenhum colapso do filme durante a transposi¢do da nanoparticula foi
observado. O método de amostragem guarda-chuva foi utilizado para calcular a
energia livre de Gibbs da transposicdo da nanoparticula através do modelo de
surfactante pulmonar contendo apenas DPPC. A presenca do PEG na nanoparticula
causou uma diminui¢do na energia livre de Gibbs em relagdo ao siRNA ndo-
encapsulado, enquanto a presenga do PEI ndo causou mudanca. Os resultados
implicam que siRNA encapsulado com ambos PEI e PEG melhoram a transposi¢ao
do siRNA anti-TNF através de modelos de surfactante pulmonar na interface gas-
liquido.

Palavras-chave

siRNA; TNF; dindmica molecular; surfactante pulmonar.



Abstract

de Souza, Lucas Miguel Pereira; Pimentel, André Silva (Advisor).
Transposition of polymer-encapsulated siRNA through lung surfactant
models at the interface. Rio de Janeiro, 2024. 102 p. Tese de Doutorado —
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

Coarse-grained molecular dynamics was used to investigate different
polymers to encapsulate the siRNA for its transposition through two lung surfactant
models. These models consisted of a monolayer containing either 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DPPC) or a 70:30 mixture of DPPC and 1,2-
palmitoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-sn-glycerol) (DPPG). The nanocarriers chosen
to encapsulate the anti-TNF siRNA were polyethylene glycol (PEG) and
polyethyleneimine (PEI). It is believed that the use of siRNA to genetically silence
the cytokine TNF might be therapeutic to treat several inflammatory diseases, in
particular, pulmonary ones. The simulations showed that the nanoparticles
containing PEG promoted the lipid depletion of the lung surfactant model by
forming a lipid corona. The nanoparticles containing only PEI, or both PEG and
PEI showed some perturbation of the lung surfactant model, however no collapse
during the nanoparticle transposition was observed. The umbrella sampling method
was used to calculate the Gibbs free energy of transposition through the pure DPPC
lung surfactant model. The nanoparticles containing PEG showed a decreased
Gibbs free energy as compared with naked siRNA, while PEI nanoparticles have
not caused any change. The implication of this finding is that siRNA encapsulated
with both PEI and PEG enhances the transposition of anti-TNF siRNA through lung
surfactant models at the gas-liquid interface.

Keywords

siRNA; TNF; molecular dynamics; lung surfactant.



Sumario

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

3.1.
3.2.
3.3.

3.4.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.
4.8.

Introducao

O surfactante pulmonar

Citocinas e o Fator de Necrose Tumoral (TNF)
Silenciamento genético: o siRNA

Carreadores

Objetivos

. Objetivos especificos

Fundamentacéo Tedrica

Dinamica Molecular e campos de forca
O campo de forga coarse-grained
Algoritmos

3.3.1. Ensembles e condicdes periddicas de contorno

3.3.2. Minimizac&o de energia

3.3.3. Acoplamento de temperatura
3.3.4. Acoplamento de pressao

3.3.5. Algoritmo de restrigdo (LINCS)
3.3.6. Métodos de integracao

Célculo da energia livre de Gibbs (AG)
3.4.1. Amostragem guarda-chuva

Metodologia

Modelos CG

Preparagao da nanoparticula

Preparacao do modelo de surfactante pulmonar
Detalhes das simulagdes

Calculos do AG

Outras analises

Resultados e Discussoes

. Resultados Preliminares

17
19
21
23
24

29
29

30
30
34
37
37
40
41
43
45
46
47
48

51
51
52
54
95
57
58

60
60



5.2. Transposicdo de nanoparticulas em DPPC 64

5.3. Transposicado de nanoparticulas em DPPC/DPPG 66
5.4. Extensao de simulagcdes 66
5.5. Parametros de ordem 70
5.6. Funcao de distribuicado radial 71
5.7. Resultados dos calculos de AG 72
5.8. Implicagdes e Perspectivas 74
6. Conclusao 76
7. Referéncias Bibliograficas 77
ANEXOS

Anexo A Estrutura do fator de necrose tumoral (TNF) 98
Anexo B Artigo publicado 99
Anexo C Trabalho premiado apresentado em seminario 100

internacional
Anexo D Experimentos realizados em colaboragao 101



Lista de figuras e tabelas

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig.

01.
02.
03.
04.
05.
06.
07.
08.

09.

10.

1.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.

20.

21.

22,
23.

24,

Estrutura de um alvéolo.

Representagcao do surfactante pulmonar.
Estruturas do DPPC e do DPPG.
Mecanismo de agéo do siRNA.

Estruturas do PEI e do PEG.

Interacdes ligadas.

Tipos de graos do campo de forca MARTINI.

Mapeamento e parametrizacdo das moléculas de benzeno,
DPPC, e colesterol no campo de forca MARTINI.

Periodicidade em um sistema contendo uma molécula de siRNA
no campo de forca MARTINI.

Modelos de surfactante pulmonar no campo de forga MARTINI.

Coordenada de reagcdo ¢ da transposicdo do
siRNA/nanoparticulas da fase vacuo (Go) para a fase aquosa
(G).

Modelos CG das moléculas presentes no sistema.
Nanoparticulas de siRNA e polimeros PEI e PEG.
Configuragéao inicial das NPs no sistema de DPPC.
Configuracgao inicial das NPs no sistema de DPPC/DPPG.
Estrutura e nomenclatura do DPPC no campo de forga MARTINI.

Evolucao da area XY da caixa ao longo do tempo de simulagao
nas etapas de equilibracao.

Configuragao das nanoparticulas apés 200 ns em agua.

Simulacdes nao-enviesadas e sem arraste de siRNA nos
modelos de DPPC e DPPC/DPPG, respectivamente.

Simulagdes ndo-enviesadas de PElI + PEG nos modelos de
DPPC e DPPC/DPPG.

Simulagdes nao-enviesadas de siRNA/PEI/PEG nos modelos de
DPPC e DPPC/DPPG.

Configuragdes dos sistemas de DPPC apés 200 ns.

A transposigdo da NP contendo PEI induz a formagé&o de um
agregado que é readsorvido a monocamada apés 200 ns.

Configuragdes dos sistemas de DPPC/DPPG apds 200 ns.



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Tabela 1.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

A transposicao da NP contendo PEI induz a formacao de um
agregado que é readsorvido a monocamada apés mais 200 ns
de simulacao.

Extensdo das simulagbes dos sistemas siRNA/PEG (A) e
siRNA/PEI/PEG (B) nas monocamadas de DPPC por mais 200
ns.

Agregados de DPPC e PEG nos sistemas siRNA/PEG (A) e
siRNA/PEI/PEG (B) nas monocamadas de DPPC.

Extensdo das simulagbes dos sistemas siRNA/PEG (A) e
siRNA/PEI/PEG (B) nas monocamadas de DPPC/DPPG por
mais 200 ns.

Agregados de DPPC e PEG nos sistemas siRNA/PEG (A) e
siRNA/PEI/PEG (B) nas monocamadas de DPPC/DPPG.

Parametros de ordem calculados para as ligagbes das cadeias
hidrocarbénicas de DPPC.

Curvas de fungéo da distribuicdo radial (g(r)) de moléculas de
DPPC ao redor do siRNA durante os ultimos 50 ns de simulacgéo.

Perfis de potencial de forca média (PMF) da transposigao das
NPs em um filme de DPPC.

Comparacado das curvas de PMF da transposicdo da NP
siRNA/PEI/PEG nas monocamadas de DPPC e DPPC/DPPG.

Ensaios de citotoxicidade de cigarros eletrdbnicos em células do
tecido epitelial pulmonar.

llustracdo da microscopia de forca atdbmica utilizada para o
calculo das forcas de adesao entre nanoparticulas de siRNA e
uma superficie recoberta por surfactante pulmonar.

Valores de AG calculado pelos graficos.



Lista de Abreviaturas

AA
AMBER
AH
AT1/AT2
BCG

CG
CHARMM
COVID-19
DOTAP
DPOC
DPPC
DPPG
FDA
GROMACS
GROMOS
LPS

DM
mRNA
NP

OMS
OPLS

PC

PEG

PEI

Pl

PG

PMG
RISC

RNA
SAR-RN
SARS

All-atom

Assisted Model Building and Energy Refinement
Acido Hialurénico

Alveolar Type 1/2 — Células Alveolares Tipo 1/2
Bacilo Calmette-Guérin

Coarse-grained

Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics
Coronavirus disease 2019
(N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil), N,N,N-trimetilaménio)
Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidil-(1’-sn-glicerol)
Food and Drug Administration

GROningen MAchine for Chemical Simulations
GROningen MOlecular Simulation
Lipopolissacarideo

Dinamica Molecular

RNA mensageiro

Nanoparticula

Organizacado Mundial da Saude

Optimized Potential for Liquid Simulations
Fosfatitilcolina

Polietilenoglicol

Polietilenimina

Fosfatidilinositol

Fosfatidilglicerol

Potential of Mean Force | Potencial de Forga Média

RNA Induced Silencing Complex — Complexo Silenciador

Induzido por RNA
Ribonucleid Acid — Acido Ribonucleico

Sindrome da Angustia Respiratéria do Recém-Nascido

Severe Acute Respiratory Syndrome



SARS-CoV-2 Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2

SDRA Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
siRNA Small interfering RNA / RNA pequeno interferente
SP Surfactante Pulmonar

SP-A Surfactant Protein A

SP-B Surfactant Protein B

SP-C Surfactant Protein C

SP-D Surfactant Protein D

SRAG Sindrome Respiratdria Aguda Grave

TNF Tumor Necrosis Factor — Fator de Necrose Tumoral

TNFR1/TNFR2 Tumor Necrosis Factor Receptor 1/2 — Receptor do Fator
de Necrose Tumoral 1/2

UA United-atom
us Umbrella Sampling
UTI Unidade de Tratamento Intensivo

WHAM Weighted Histogram Analysis Method



Lista de Simbolos

Tensao Superficial

Pressao de Colapso

Raio Alveolar

Posi¢ao de um atomo i

Massa de um atomo i

Forca atuando em um atomo i

Numero de atomos/particulas do sistema

Tempo de simulagao

Energia Potencial

Potencial de interagdes ligadas

Potencial de interagbes ndo-ligadas

Potencial de ligagcéo covalente

Potencial de deformacao angular

Potencial de diedro préprio

Potencial de diedro impréprio

Distancia entre os atomosi e j

Constante de forga da ligagéo entre os atomos i € j
Distancia de equilibrio da ligagédo entre os atomos i e j
Angulo formado pelos atomos i, j e k

Constante de for¢a do angulo formado pelos atomos i, j e k
Angulo de equilibrio entre os atomos i, j e k

Diedro improprio entre os planos dos atomosijkeikl
Constante de forga do diedro impréprio

Diedro improprio de equilibrio

Diedro entre os planos dos atomosijkejkl

Constante de forga do diedro

Constante de fase

Constante do termo repulsivo do potencial de Lennard-
Jones



Constante do termo atrativo do potencial de Lennard-
Jones

Carga de um atomo i
Constante da lei de Coulomb
Constante dielétrica

Distdncia maxima entre um par de particulas i e j ndo-
ligadas.

Tamanho do pog¢o do potencial de Lennard-Jones
Coeficiente de particao

Tamanho de réplicas de um ensemble
Ensemble candnico

Ensemble Isotérmico-Isobarico
Ensemble microcandnico

Ensemble grande candnico

Volume do sistema

Temperatura do sistema

Pressao do sistema

Energia do sistema

Potencial quimico do sistema

Energia de um microestado i

Constante de Boltzmann

Potencial de interacdes de curto alcance
Potencial de interagdes de longo alcance

Peso relativo entre os somatorios Vy;,- € V.

Constante de deslocamento da minimizacéo de energia
Velocidade inicial do atomo i

Distribuicdo de Boltzmann

Constante de acoplamento do termostato

Energia cinética

Capacidade térmica

Numero de graus de liberdade

Tensor do virial

Fator de escalonamento de velocidades



Pex/Pyy /Py,
L,

k(t)

Ik

d;

§
P(§)/P{(§)
w;(§)

PP (§)

K,

Fator de escalonamento de posi¢des e tamanho da caixa
Constante de acoplamento do barostato
Compressibilidade isotérmica do sistema

Funcao delta de Kronecker

Componentes da pressao nas respectivas diregoes
Tamanho da caixa no eixo z

Multiplicador de Lagrange do algoritmo LINCS
Funcao de restricao do algoritmo LINCS

Distancia de restricao

Coordenada de reagao

Funcéo de distribuicdo temporal

Potencial viés

Funcéo de distribuicdo temporal enviesada

Constante de Forga do viés harmonico



17

1. Introducgao

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), das 10 principais
causas de morte, 3 sdo doengas respiratorias, que levam mais de 8 milhdes a obito
anualmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Anualmente, 3,2
milhdes de pessoas morrem devido a complicac¢des causadas pela doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) (LI et al., 2020); mais de 350 milhdes sao afetadas por
asma (GLOBAL ASTHMA NETWORK, 2022); 2,4 milhdes de pessoas morrem
por pneumonia (LOZANO et al., 2012); 1,4 milhdo morrem de tuberculose
(WORLD HEALTH ORGANIZATION;, 2023); e 1,8 milhdo de pessoas sdo mortas
pelo cancer de pulmdo, um dos canceres mais letais (SUNG et al., 2021). Os
maiores fatores de risco dessas doencas incluem o tabagismo, a ma qualidade do ar
em grandes cidades e em espacos ocupacionais, ¢ a falta de acesso a saude e
informagdo, especialmente em paises em desenvolvimento(FORUM OF
INTERNATIONAL RESPIRATORY SOCIETIES, 2021). Além dessas fatalidades,
mais de 7 milhdes de pessoas vieram a 6bito devido a pandemia de COVID-19,
sendo mais de 700 mil brasileiros até abril de 2024 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2024). Apesar de os numeros ndo serem novidade, nos ultimos
anos, a atual pandemia de COVID-19 fez o mundo voltar sua aten¢do ao tratamento

de doengas pulmonares.

A COVID-19 (sigla em inglés para coronavirus disease 2019) ¢ o nome dado
a doenga causada pelo virus SARS-CoV-2 (sigla em inglés para severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2) causadora de diversos sintomas sistémicos
(majoritariamente sintomas respiratdrios) que variam de paciente para paciente. Em
geral, a doenga se manifesta com sintomas gripais moderados (febre, fadiga, tosse,
coriza, dificuldade para respirar, dentre outros), mas pode evoluir para um quadro
de descontrole das reagdes inflamatdrias que levam a perda total ou parcial das
fungdes pulmonares, o que pode causar a morte (GRANT et al., 2020). Este
processo de inflamagdo pulmonar subita e rapida € conhecido como sindrome do
desconforto respiratorio agudo (SDRA), e a sindrome respiratéria aguda grave
(SRAG e sigla em inglés SARS) ¢ causada especificamente pelos virus da espécie
SARS-CoV (FAN; BRODIE; SLUTSKY, 2018). Outras condigdes que podem

evoluir para a SDRA incluem a pneumonia, sepse, trauma fisico, aspiragao, inalacao
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de substancias, pancreatite, queimaduras e transfusdes de sangue (MATTHAY et
al., 2019). De forma geral, a idade avangada, a presenca de doengas pulmonares
crOnicas, historico de tabagismo ou alcoolismo, diabetes, e doengas cardiacas
configuram risco de progressdo para a sindrome respiratoria (AMERICAN LUNG
ASSOCIATION, 2022; LAVERY et al., 2020).

A Figura 1 mostra a estrutura de um alvéolo, que ¢ onde ocorrem as trocas
gasosas no pulmdo. Em uma perspectiva patofisiologica das sindromes
respiratorias, os processos inflamatérios provocam danos as células alveolares, em
especial os pneumocitos, que sao células epiteliais e podem ser do tipo 1 ou 2 (AT1
e AT2, das siglas em inglés para alveolar type 1 ou 2). Estas células compdem os
alvéolos e sdo responsaveis por permitir a troca gasosa, produzir e manter o
surfactante pulmonar, e reabsorver o excesso de fluidos da superficie alveolar. Nao
obstante, os sintomas das sindromes respiratorias incluem a dificuldade e cansaco
para respirar, baixa oxigenagdo, disfuncdo do surfactante pulmonar e acumulo de
fluidos no pulmdo (FANELLI; RANIERI, 2015). Em recém-nascidos, essa
condi¢do ¢ chamada de sindrome da angustia respiratoria do recém-nascido (SAR-
RN). Neste caso, o desconforto respiratdrio ndo ¢ causado por uma inflamagao ou
trauma, e sim, pela deficiéncia do surfactante pulmonar que gera o colapso dos
pulmdes (atelectasia). Geralmente essa condicdo ¢ mais comum em bebés
prematuros, uma vez que a produ¢do do surfactante pulmonar s6 ¢ significativa a

partir de 35 semanas de gestacio (NORTHWAY; ROSAN; PORTER, 1967).

Penumécito
tipo Il
—

Surfactante
pulmonar

Ar

Corpo
Lamelar

Figura 1. Estrutura de um alvéolo. Imagem adaptada e modificada de Vecteezy e Dziura (2021).
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1.1. O surfactante pulmonar

O surfactante pulmonar (SP) ¢ um fluido complexo composto por lipideos e
proteinas que se localiza em toda a extensdo da interface ar/liquido dos alvéolos
(Figura 2). Os pneumdcitos tipo 2 sdo responsaveis pela secre¢ao do SP através de
organelas conhecidas como corpos lamelares (KNUDSEN; OCHS, 2018). Como o
nome indica, o SP possui propriedades surfactantes (surface-active agent), isto &,
possui atividade em superficie, o que resulta na diminui¢do da tensdo superficial
(y) (BERNHARD, 2016). Essa propriedade ¢ essencial para a respiracao, pois
resulta na diminuicdo da pressdo de colapso do alvéolo, segundo a equagdo de
Young-Laplace (Equagdo 1.1). A pressao de colapso (P;) ¢ definida como a pressao
de equilibrio do alvéolo (Figura 1) e sem o SP, a P, aumenta com a diminui¢ao do
raio do alvéolo (1), o que resulta em uma tendéncia a um pulmao colapsado ¢ em
uma necessidade de maior esfor¢o para a reinflagdo ou para a expiragdo. Com a
presenca do SP, a tensdo superficial muda com o tamanho do alvéolo, resultando
em uma pressao de colapso constante que, além de diminuir o esfor¢o necessario

para a reinflacdo, também uniformiza o tamanho dos alvéolos durante a respiragao.

2
=2 @

Illll |||n

22

///
%@ é\g%;%
W H &
A=V

Figura 2. Representag@o do surfactante pulmonar. A regido branca representa o ar e a regiao azul
representa a fase aquosa. As esferas e bastdes verdes representam os fosfolipideos e as estruturas
azuis, amarelas, roxas e laranja representam respectivamente as proteinas do surfactante SP-A, SP-
B, SP-C e SP-D.
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Entre 70 e 80% da massa do surfactante pulmonar ¢ composta de
fosfolipideos, e 10% sdo lipideos neutros, como o colesterol (BAER et al., 2019;
BERNHARD, 2016; NKADI; MERRITT; PILLERS, 2009). Dos fosfolipideos,
entre 70 e 80% sdo fosfatidilcolinas (PC), dentre as quais o 1,2-dipalmitoil-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) ¢ o mais abundante, compondo cerca de 50% do
total de PCs. Entre 10 e 15% dos fosfolipideos sdo anidnicos do tipo
fosfatidilinositol (PI) ou fosfatidilglicerol (PG), como o 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
2-fosfatidil-(1’-sn-glicerol) (DPPG). Outros fosfolipideos como esfingomielinas e
fosfatidiletanolaminas estdo presentes em menores quantidades (OSELIERO
FILHO et al., 2020a). A Figura 3 mostra as estruturas quimicas do DPPC e do
DPPG. E possivel notar que as moléculas possuem uma regido carregada (cabeca
polar) e uma regido de cadeias hidrocarbonicas (caudas apolares). Suas estruturas
lhe conferem propriedades anfifilicas, isto €, capazes de interagir tanto com meios
polares (como o meio aquoso) quanto com meios apolares (como a fase gasosa), e
essa propriedade € responsavel pela atividade dessas moléculas em interfaces. A
mistura de DPPC e DPPG em uma proporcao de 7:3 costuma ser um bom modelo
de surfactante pulmonar em trabalhos experimentais ¢ de simulagdo (HONG
ZHANG, QIHUI FAN, YI E. WANG, CHARLES R. NEAL, 2018; OSELIERO
FILHO et al., 2020b; PARRA; PEREZ-GIL, 2015; STACHOWICZ-KUSNIERZ et
al., 2022).
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Figura 3. Estruturas quimicas do DPPC (A) e DPPG (B).
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Além disso, as proteinas do surfactante SP-A, SP-B, SP-C e SP-D compdem
cerca de 10% da massa do surfactante pulmonar. As proteinas do surfactante
desempenham tanto papel estrutural (SP-B e SP-C) quanto imune (SP-A e SP-D).
As proteinas SP-B e SP-C estao mais associadas a fragdo lipidica do surfactante e
sdo responsaveis pela formacao dos corpos lamelares, conferir estabilidade extra ao
surfactante, e carreamento de fosfolipideos de/para manutencdao do filme. Ja as
proteinas SP-A e SP-D sdo glicoproteinas hidrofilicas que fazem parte do sistema
imune inato, isto ¢, ligam-se imediatamente ¢ de forma nao especifica a diversos
patégenos que possam estar presentes durante a respiracdo, sinalizam e ativam
macrofagos alveolares, e engatilham o processo de fagocitose (BAER et al., 2019;

BERNHARD, 2016; NKADI; MERRITT; PILLERS, 2009).

1.2. Citocinas e o Fator de Necrose Tumoral (TNF)

As citocinas sd3o pequenas proteinas sinalizadoras secretadas por células do
sistema imunoldgico que desempenham um papel imunomodulador, isto ¢, sdo
responsaveis pela regulagdo dos processos inflamatdrios. Elas podem induzir ou
inibir a inflamagao (pré-inflamatorias ou anti-inflamatoérias) tanto interagindo com
proteinas receptoras de células imune, quanto inibindo ou induzindo a agdo de
outras citocinas (ZHANG; AN, 2007). O fator de necrose tumoral (TNF, da sigla
em inglés) € uma citocina majoritariamente pro-inflamatdria associada a indugao
de febre, caquexia, apoptose e regulacdo positiva de processos inflamatorios no
geral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2015). Também esta associada a sepse € a
inibi¢ao de carcinogénese e replicagdo viral. Doengas autoimunes como psoriase,
artrite reumatoide e doenca de Crohn estdo associadas com a desregulagdo positiva
do TNF (ADEGBOLA et al., 2018; COATES et al., 2010; FARRUGIA; BARON,
2016; LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001; SANDS; KAPLAN, 2007;
YOST; GUDJONSSON, 2009). A estrutura do TNF se encontra no anexo A.

O TNF foi identificado e isolado pela primeira vez por Carswell ef al. no soro
de camundongos infectados pelo bacilo Calmette-Guérin (BCG) e/ou tratados com
lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana de bactérias gram-
negativas conhecido por induzir inflamagdo (CARSWELL et al., 1975). A época,

estudava-se o efeito antitumoral da inoculagdo de organismos atenuados. Percebeu-
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se que tanto o LPS quanto os microrganismos em si ndo eram responsaveis pela
necrose de tecidos cancerigenos, e sim, a inflamacdo por estes induzida. Foi
creditado ao TNF a propriedade de necrose tumoral, o que deu origem a seu nome.
Trabalhos subsequentes mostraram a dificuldade do uso terapéutico do TNF devido
as suas propriedades pirdgenas (inducdo de febre) e inflamatdrias em doses abaixo
das doses terapéuticas (SPOONER; MARKOWITZ; SARAVOLATZ, 1992). A
indugcdo de apoptose pelo TNF pode ser responsavel por suas propriedades
antitumorais. Entretanto, ndo so existem tumores resistentes a agdo do TNF, como
também existem evidéncias de que o TNF pode estimular o crescimento e
proliferacao de alguns tumores (WANG; LIN, 2008). Por estar associada a diversos
processos inflamatoérios, a presenga do TNF costuma ser considerada um marcador

de inflamagao (DIEZ-PINA et al., 2009; OE et al., 2015).

O TNF também estd associado a doengas pulmonares inflamatérias, como
asma, DPOC e SRAG (BARNES, 2008; LEE; YANG, 2013). Além disso, o TNF
também parece ser uma peca-chave na sindrome respiratoria causada pela COVID-
19. Pacientes que necessitaram de unidade de tratamento intensivo (UTI)
mostraram concentragdes maiores de TNF (dentre outras citocinas) em relagao aos
pacientes que nao necessitaram de UTI, e esse fato estd sendo interpretado como
uma “tempestade de citocinas”, que pode estar relacionado com as complicagdes da
doenga (COPERCHINI et al., 2020; DEL VALLE et al., 2020; FELDMANN et al.,
2020; ROBINSON et al., 2020a). Estudos feitos pela Alianca Global de
Reumatologia contra a COVID-19 mostram especificamente a importancia da
supressdo do TNF no progndstico da doenca (ROBINSON et al., 2020b). Em um
estudo com 600 pacientes que ja utilizavam medicacdo contra doengas reumaticas,
foi verificado que aqueles que utilizavam medicagdes supressoras de TNF possuiam
menores taxas de admissao em hospitais (GIANFRANCESCO et al., 2020). Em um
outro estudo com 77 pacientes que utilizavam medicagdes imunomoduladoras foi
verificado que 48% precisou de ventilacdo mecénica e 12% foi a 6bito, enquanto
que nenhum dos pacientes utilizando medicagdes supressoras de TNF foi a dbito ou

precisou de ventilacdo mecanica (WINTHROP et al., 2021).

Existem alternativas de alto custo disponiveis para o tratamento de doencgas
causadas pela desregulacdo do TNF, como o Infliximab® e o Etanercept®

(JARVIS; FAULDS, 1999; MARKHAM; LAMB, 2000). Ambos os medicamentos
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se ligam ao TNF e impedem sua ligacdo com seus receptores (INFR1 e TNFR2),
efetivamente inibindo sua sinalizagdo pré-inflamatoria. Entretando, os

medicamentos possuem severos efeitos colaterais.

1.3. Silenciamento genético: o siRNA

Uma alternativa promissora para o tratamento de diversas condigdes ¢ a
terapia de silenciamento genético utilizando acidos ribonucleicos interferentes
pequenos (da sigla em inglés siRNA). Os siRNAs sdo RNAs de dupla fita e de
tamanho pequeno (em geral, até 25 bases nucleotidicas). Sao também chamados de
RNA silenciadores pois degradam o RNA mensageiro (mRNA) alvo,
impossibilitando a expressdo de um determinado gene (ALSHAER et al., 2021;
LAGANA et al., 2015; SUN; TANG; ULUDAG, 2013). Por esse motivo, o siRNA
¢ altamente seletivo e especifico, ligando-se apenas ao gene de interesse para o qual

foi planejado.

A Figura 4 mostra o mecanismo de silenciamento do siRNA. Ao entrar na
célula, o siRNA ¢ inicialmente clivado (Fig. 4A) pela proteina chamada Dicer, da
familia de proteinas RNAse III. Apds a clivagem inicial (Fig. 4B), o siRNA
encontra um complexo proteico chamado RISC (sigla do inglés para complexo
silenciador induzido por RNA). Neste complexo encontra-se a proteina AGO-2, da
familia Argonauta, que separa as duas fitas do RNA e degrada a chamada fita
passageira (Fig. 4C). Esta possui sequéncia de nucleotideos idéntica a de uma se¢do
do mRNA de interesse, e por isso ¢ chamada de fita sentido. A fita remanescente
possui sequéncia complementar de nucleotideos (anti-sentido) e é chamada de fita
guia pois € responsavel por guiar o complexo RISC até o mRNA alvo (Fig. 4D). Ao
ocorrer a ligacdo da fita guia com o mRNA, outras proteinas do complexo RISC
sao responsaveis por degradar o mRNA (Fig. 4E), impossibilitando sua traducao

(ALSHAER et al., 2021; FAKHR; ZARE; TEIMOORI-TOOLABI, 2016).
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Figura 4. Mecanismo de agdo do siRNA. As fitas do siRNA sdo separadas (A) pelo agregado
RISC (B). A fita passageira ¢ degradada e descartada (C) enquanto que a fita guia conduz o RISC
até o mRNA alvo (D) para iniciar sua degradacdo (E). Imagem adaptada de Mendonga (2012)

O siRNA ¢ um forte candidato para o desenvolvimento de terapias para
doencgas pulmonares inflamatérias, como as mencionadas, além de doengas imune,
infecciosas e genéticas como fibrose cistica e cancer (LEITE NASCIMENTO et al.,
2016; NASCIMENTO; HILLAIREAU; FATTAL, 2012). Porém, por ser um acido
nucleico de tamanho pequeno, o siRNA ¢ rapidamente degradado por nucleases ao
adentrar o meio bioldgico (SOUTSCHEK et al., 2004). J4 4cidos nucleicos com
tamanhos maiores do que 30 bases mucleotidicas causam reacdes imunes (RAJA;
KATAS; AMJAD, 2019). Portanto, os principais desafios com relagdo ao
desenvolvimento de terapias com siRNA residem na busca por carreadores, que
permitam a sua prote¢do e libera¢do no alvo. O farmaco Patisiran® € o primeiro
tratamento baseado em siRNA aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration). para o tratamento da amiloidose de transtirretina, e utiliza
nanoparticulas lipidicas para o carreamento do siRNA (ADAMS et al., 2018;
COELHO et al., 2013; LEDFORD, 2018).

1.4. Carreadores

Em geral, os carreadores utilizados para a transfec¢ao, isto €, a introducao do

acido nucleico no interior da célula, costumam ser nanoparticulas lipidicas, como
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lipossomas, micelas e lipoplexos (BOFINGER et al., 2021; GHARAIBEH et al.,
2021; GURCAN et al., 2021), que atuam através da fusdo em membranas. Outros
carreadores sugeridos na literatura sao de origem polimérica (FATTAL; BARRATT,
2009; TOUB et al., 2006; YU et al., 2020). Nesse caso, devemos observar a carga
do polimero, a sua biodegradabilidade e a sua biocompatibilidade no organismo
humano. Outras alternativas sdo a transfec¢do viral e a modificagdo quimica da
estrutura do RNA (KACZMAREK; KOWALSKI; ANDERSON, 2017). Bohr et al.
avaliaram in vivo a utilizagdo de um complexo dendrimérico positivamente
carregado para a entrega de siRNA (BOHR et al., 2017). Nascimento et al. também
utilizaram modelos in vivo, porém, utilizaram complexos lipidicos com acido
hialuroénico (AH) para o silenciamento de células tumorais que expressam o CD44,
receptor de AH, em excesso (LEITE NASCIMENTO et al., 2016). Stojceski et al.
utilizaram dinamica molecular para analisar a complexa¢do siRNA-dendrimero e
selecionar os melhores dendrimeros para a formagdo do nanocarreador

(STOJCESKI et al., 2020).

De Backer et al. mostram que uma mistura complexa do siRNA com o
nanocarreador e um surfactante pulmonar (SP) exdgeno parece ser uma alternativa
para o desenvolvimento de terapias para doengas respiratorias, de forma que a
aplica¢do via inalagdo ndo compromete a eficiéncia da nanoparticula (NP) e nem
do surfactante pulmonar endégeno natural (DE BACKER et al., 2015a). Trabalhos
recentes realizados no Laboratorio de Sistemas Complexos da PUC-Rio sugerem o
encapsulamento de fArmacos com nanocarreadores no desenvolvimento de novas
terapias para doengas respiratorias. Foram estudadas as interacdes de diversas
nanoparticulas (NPs) com modelos de surfactante pulmonar através de dinamica
molecular e em experimentos em cuba de Langmuir (SOUZA et al., 2020a, 2018;

SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019).

Como os acidos nucleicos possuem cargas negativas, ¢ indispensavel para a
transfeccdo que as moléculas carreadoras possuam cargas positivas, como € o caso
do fosfolipideo DOTAP (N-(1-(2,3-dioleoiloxi)propil), N,N,N-trimetilamonio)
(SIMBERG et al., 2004). Entretanto, essa propriedade contribui para o efeito
citotoxico (FROHLICH, 2012), e uma das solugdes para aplicacio em lipossomas
¢ a utilizagdo de outros fosfolipideos, otimizando a propor¢ao de forma a minimizar

a citotoxicidade e maximizar a transfec¢ao (KIM et al., 2017). Uma situagao similar
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ocorre com o polimero polietilenimina (PEI), [ CH,—~NH—CH:]s—. Por conter varios
grupos amina secunddrias, a densidade de cargas positivas ¢ alta em pH fisiologico,
resultando em uma boa capacidade de transfeccdao, mas uma alta toxicidade. Patil
et al. sugerem a hidroxietilagdo intercalada do PEI, que reduz a densidade de carga

e mantém a capacidade de transfecgdo in vitro (PATIL et al., 2018).

Diaz et al. mostram que a utilizacdo de PEI linear (Figura 5A) ou ramificado
enxertado em polimeros hidrofobicos ¢ capaz de reduzir a citotoxicidade mantendo
ou melhorando a capacidade de transfec¢ao, e sugerem o uso de PEI linear de baixo
peso molecular enxertado em polimeros hidrofobicos, concluindo, entretanto, que
a transfec¢do € menos eficiente neste caso apesar de a citotoxicidade ser reduzida
(DIAZ et al., 2021). Recentemente varios agentes de transfeccao tém sido testados,
como catiomeros (YANG et al., 2021), polissacarideos cationicos (MUQIER et al.,
2022), ciclodextrina enxertada com PEI (MOUSAZADEH; BONABI;
ZARGHAMI, 2022), peptideos KL4 (QIU et al., 2021) e poliplexos quaternarios de
nano-escala (WANG et al., 2021). A tendéncia observada nestes exemplos ¢ o
enxerto ou copolimerizagdo de polimeros policationicos em polimeros
conhecidamente biocompativeis, como por exemplo o polietilenoglicol (PEG), cuja
estrutura ¢ mostrada na Figura 5B. O polimero PEI ¢ considerado catidnico devido

a presenca do grupo amina (Figura 5A) que € protonado em pH fisioldgico.

\L/\NH%/
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H OH
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n (B)

Figura 5. Estruturas do PEI (A) e do PEG (B).

Embora o desenvolvimento de firmacos a base de siRNA tenha sido um
topico de alto interesse nos ultimos anos, informagdes a respeito de nanoparticulas
projetadas para interagao direta com o tecido epitelial pulmonar ainda sdo escassas
na literatura. Este tipo de terapia por inalagdo possui vantagens em relacdo a

administracdo oral e intravenosa. Em uma administracdo oral, além de a
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concentragdo do farmaco no organismo ser drasticamente reduzida através do
metabolismo de primeira passagem (geralmente ocorre no intestino ou no figado),
a dispersao do farmaco no organismo ¢ maior. A administragdo intravenosa costuma
ser mais eficiente e necessita de uma menor concentragdo do farmaco, porém, além
do problema da dispersao no organismo, o farmaco sofre redug¢des na concentragao
devido a filtragdo renal, agregacao devido a proteinas do soro sanguineo e, no caso
do siRNA, maior interagdo com nucleases. Pelo fato de a administracao direta no
pulmao evitar todas essas dificuldades, existem relatos na literatura de aplicagdes
bem sucedidas de siRNA sem o auxilio de carreadores apesar da importancia do
carreador para evitar a sua degradacdo (FELDMANN; MERKEL, 2015; LAM;
LIANG; CHAN, 2012; MERKEL; KISSEL, 2012).

Das trés formas de aplicagao nas vias aéreas (inalagao, nasal e intratraqueal)
a inalagdo ¢ a menos invasiva. Porém, o tamanho das nanoparticulas deve ser
controlado durante a formulag¢ao, uma vez que este € o principal fator que define a
localizagdo do farmaco no trato respiratorio. Outros pontos a se considerar sdo a
atividade imunoldgica da superficie pulmonar e a presenca do SP (FELDMANN;
MERKEL, 2015). O estudo da interacdo de farmacos e nanoparticulas com o
surfactante pulmonar € essencial, uma vez que uma interacao malsucedida poderia
danificar este, causando problemas respiratorios. Uma boa interagdo seria uma boa
liberacdo do farmaco no tecido epitelial alveolar. Dados experimentais sugerem que
NPs formam as chamadas ‘“coroas” ao interagir com o SP, isto €, estruturas
complexas formadas pela nanoparticula e por fosfolipideos e proteinas do
surfactante. As proteinas SP-A, SP-B e SP-C estdo relacionadas com uma adsorc¢ao
de particulas expostas ao SP, o que pode liberar a particula no interior dos alvéolos
(DE BACKER et al., 2015a; GUAGLIARDO et al., 2021). Esse fendmeno pode
remover fosfolipideos do SP, comprometendo sua fung¢ao, € pode também gerar uma
resposta imune indesejada. Além disso, o surfactante costuma desestabilizar
nanoparticulas carregadas positivamente, uma vez que este costuma ser carregado

negativamente (DE BACKER et al., 2015a; FELDMANN; MERKEL, 2015).

De qualquer forma, estudos nesta area t€ém mostrado resultados positivos.
Jensen et al. mostram que ¢ possivel produzir uma formulagdo de particulas de
PLGA (sigla em inglés para poli[acido latico-co-acido glicolico]) otimizadas para

aerossolizagdo e inalacdo que ndo comprometem a atividade do siRNA (JENSEN
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et al., 2010). De Backer et al. mostram que o potencial silenciador de nanogéis de
dextrano e siRNA ¢ mantido, mesmo apo6s interagirem com o SP.
Surpreendentemente, a presenga do SP reduz a transfeccao do nanogel, mas mantém
a capacidade de silenciamento genético (DE BACKER et al., 2013). Em estudos in
vivo, De Backer et al. ainda mostram que os nanogéis formulados com uma
cobertura de surfactante pulmonar sdo os mais eficazes no silenciamento genético,
mostrando também o impacto imunologico da aplicacio (DE BACKER et al.,
2015b). Merckx et al. demonstram a capacidade de liofilizagdo e nebulizagdo de
certas nanoparticulas cobertas com SP cuja eficacia ja fora comprovada (MERCKX

et al., 2020).

Simulagdes em dindmica molecular (DM) também foram utilizadas para o
estudo de diversas formulagdes de NPs. Stojceski ef al. utilizaram dindmica
molecular coarse-grained (CG) para estudar a formagdo de nanoparticulas de
dendrimeros funcionalizados para o carreamento de siRNA (STOJCESKI et al.,
2020). Pirhadi e Amani utilizaram DM-CG para simular uma nanoemulsio
contendo siRNA e cloreto de benzalconio (PIRHADI; AMANI, 2020). Bono et al.
simularam varias nanoparticulas de PEI de diferentes pesos moleculares, formas de
protonagao, ramificacao e razdo amina-fosfato (N/P) (BONO et al., 2021). Lu et al.
simularam a transfeccao de siRNA carreado por PMAL (poli[anidrido-alt-1-deceno
maleico]) em membranas, correlacionando com o valor calculado da energia livre

de Gibbs do processo (LU et al., 2018).



29

2. Objetivos

O objetivo deste projeto € realizar simulagdes de dinamica molecular para
estudar as interagdes de NPs poliméricas com siRNA anti-TNF encapsulado com

modelos de SP na interface gas-liquido.

2.1. Objetivos Especificos

. Construir dois modelos de surfactante pulmonar contendo apenas DPPC ou
DPPC e DPPG na propor¢dao 7:3 para avaliar o efeito das cargas na
transposi¢ao das NPs através do modelo de SP;

o Construir NPs poliméricas contendo os polimeros PEI e PEG;

o Realizar simulagdes de dinamica molecular em um campo de for¢a coarse-
grained (CG) para avaliar a interagdo de NPs de siRNA contendo: 1) apenas
o siRNA; ii) PEI; iii) PEG; iv) PEI e PEG na propor¢ao de 1:1;

o Avaliar o impacto da transposi¢do das NPs nos modelos de surfactante
pulmonar utilizando software de visualizacdo e analises de parametro de
ordem das cadeias fosfolipidicas;

o Calcular a energia livre de Gibbs (AG) do processo de transposicao da NP da
fase gasosa até a fase aquosa utilizando o método de amostragem guarda-
chuva;

. Elencar as limitagdes do campo de forca CG utilizado.
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3. Fundamentacao Teodrica
3.1. Dinamica Molecular e campos de forgca

A dinamica molecular (DM) ¢ uma robusta ferramenta de quimica
computacional utilizada para a simulagdo de sistemas fisico-quimicos complexos
em um nivel microscopico (HANSSON; OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN,
2002). Este método ¢ amplamente utilizado para simulacdo de sistemas
farmacologicos, biofisicos e bioquimicos (BASTOS et al., 2019; ORTIZ-
COLLAZOS et al., 2017), além de também possuir aplicacdes em estudos de
estruturas cristalinas e compostos de coordenacdo (OLIVEIRA et al., 2022;
TRIBELLO et al., 2009). Os resultados observados em escala atomistica sdo uteis
para inferir propriedades macroscopicas e predizer o comportamento de sistemas
reais, especialmente quando aliados a resultados experimentais (ADCOCK;

MCCAMMON, 2006; VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990).

Com excecao da utilizagdo de um campo de forca CG na DM que sera
discutido mais adiante, o sistema de interesse € simulado em escala atdmica e o
movimento dos atomos ¢ descrito através da mecanica classica (ABRAHAM et al.,
2024). Em resumo, a DM resolve a equacao de Newton para o movimento de um

sistema de N atomos:

—l=F, i=1..N (3.1

onde 7; € a posicao de um dado atomo i, m; sua massa e F; a for¢ca atuante em um
tempo de simulagdo t. As forcas F; atuantes em cada dtomo sdo calculadas através

da derivada negativa do potencial V, que ¢ fornecido pelo campo de forga:
|4

O uso da mecanica classica implica na impossibilidade da simulagao de certos
processos essencialmente quanticos, como por exemplo uma transferéncia de
elétrons e formagdo/quebra de ligagdo quimica. O movimento de um &atomo
desconsidera o movimento dos elétrons em relagao ao nucleo e as ligagdes quimicas
sdo consideradas osciladores harmonicos classicos. Na grande maioria dos casos,

essas aproximagdes sdo adequadas e a decisdo do uso da DM cléssica deve
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considerar essas limitagdes. Caso contrario, deve-se utilizar a DM quantica. Para
estudar sistemas no nivel atomistico onde efeitos quanticos ndo sao significativos,

a DM pode ser a técnica de escolha.

Para a DM, o movimento dos atomos depende de sua posicao e de sua relagao
com outros atomos, o que ¢ descrito pelo potencial V. Este é definido como o
somatorio de todos os potenciais devido as interagdes ligadas (V) e ndo ligadas

(V1) presentes no sistema:

V= ZVL +ZVNL (3.3)

O potencial de interacdes ligadas V; atua sobre atomos que estdo ligados
diretamente por uma ligagdo quimica (V) ou indiretamente, seja em fun¢do de uma
deformacao angular (Vp), ou em funcao de diedros de tor¢do, que por sua vez possui
contribui¢do dos diedros proprios (V) e improprios (V) (CRAMER, 2004). A

Figura 6 ilustra as interagdes ligadas.

) (A) (B)

(©) (D)

Figura 6. Interagdes ligadas. (A) Ligagdo quimica de tamanho b entre dois 4tomos; (B)
Deformagao angular 0 entre trés atomos ligados; (C) Tor¢do de uma ligacao definida pelo diedro
proprio ¢ entre os planos das ligagdes de quatro atomos e (D) Torgdo definida pelo diedro
improprio w entre quatro 4tomos.

Em geral, uma ligacdo covalente entre dois 4&tomos i e j € considerada um

potencial harmonico:
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VB(rl]) kl](rl] ij)2 (3-4)

onde 1;; € a distancia entre os dtomos, b;; a distancia de equilibrio ¢ k a constante
de forca da ligacdo. Os pardmetros b;; € kl- ; sdo fornecidos pelo campo de forga e

dependem dos pares de &tomos envolvidos na ligagao.

A deformagdo angular entre trés atomos i, j € k também ¢ descrita por um

potencial harmonico:

VH (Bl]k) l]k(gl]kl l]k)z (35)

onde 6 € o angulo entre os 4tomos, 67 ik 0 angulo de equilibrio e kfjk a constante
de forga do angulo. Os parimetros 6, ik € k ik sdo fornecidos pelo campo de forga.

Os diedros imprdprios também sdo normalmente descritos por um potencial

harmonico:

1
V (wukl) ljk(wljk ijk)z (3'6)

onde w;;y; ¢ o diedro improprio, w} ik 0 diedro de equilibrio e k{}, a constante de

forca da tor¢ao. A implementagdo de diedros improprios € importante para a

manuten¢do de uma configuragcdo em caso de quiralidade.

Na maioria dos casos, o potencial de um diedro proprio entre os 4&tomos i, j,

k el é descrito por:
Vo (Dijia) = k?}kl(l + cos(noyji — diji)) 3.7)
onde ¢; ji; € o diedro, klfl}kl a constante de forca, n a multiplicidade e qbf]-,d ¢ a fase.

Sao consideradas interagdes ndo-ligadas aquelas entre qualquer par de atomos
que ndo pertencam a mesma molécula ou estejam a mais de 3 ligagdes de distancia,
e que estejam a uma distancia menor que um raio de corte que pode ser modificado
pelo usudrio. A interacdo nao-ligada entre um par de dtomos i e j € descrita pelo

potencial de Lennard-Jones (Vy):

(12) (6)

C: C:

_ i ij
Viy(ry) = 12 6 (3-8)

ij ij
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onde C i(j12) ¢ a constante do termo repulsivo e C l.(j6) ¢ a constante do termo atrativo.

Para uma interagao nao-ligada onde ha a presenca de cargas (tanto formais quanto
parciais) utiliza-se (além do potencial de Lennard-Jones) o potencial eletrostatico
de Coulomb (V,):

qi9q;
srrl-j

Vo(rij) =f (3.9)

onde q; e q; sdo as cargas, & € a constante dielétrica do meio, que pode ser

modificada pelo usudrio, e f = P onde €o ¢ a permissividade no vacuo.
0

E importante mencionar que realizar o calculo das forcas de interagdes nao-
ligadas para atomos com distdncia acima do raio de corte possui alto custo
computacional. Entretanto, uma queda abrupta para zero no raio de corte viola a
conservagdo de energia. Por esse motivo, os potenciais sao deslocados por uma
constante de forma que o potencial seja zero a partir do raio de corte mantendo o
formato da funcdo. Essa aproximacao ndo impacta as forcas individuais agindo em
cada atomo, mas superestima as mudancas na energia potencial do sistema. Mais
adiante (Cap. 3.3.1) sera discutido o algoritmo utilizado para o calculo de interagdes

eletrostaticas de longo alcance que contorna este problema.

Além disso, existem certas modificagdes nas equacdes dos potenciais acima
(tanto ligados quanto ndo-ligados) que descrevem melhor algumas situagdes
especificas. O campo de forca € responsavel por fornecer os valores das constantes
dos potenciais de cada interagdao possivel entre dtomos (KAMINSKI et al., 1994;
KAMINSKI; JORGENSEN, 1996). Para isso, se faz uma parametrizagdo das
ligagdes e interagdes ndo-ligadas entre dtomos, além de angulos e diedros de
estruturas basicas como aminoacidos, hidrocarbonetos e outras funcdes organicas
(KAMENIK et al., 2020; XIA; CHAI; WANG, 2017). Os campos de for¢a diferem
na metodologia empregada para a parametrizagdo (métodos quanticos ab initio ou
dados experimentais) e no nivel de detalhamento, que pode ser all-atom (AA),
united-atom (UA) ou coarse-grained (CG) (MCDONALD; JORGENSEN, 1998;
SMONDYREV; BERKOWITZ, 1999). Enquanto os campos de for¢a AA simulam
todos os atomos, incluindo 4&tomos de hidrogénio, os campos de for¢a UA simulam

os atomos de hidrogénios incorporados em um pseudo-dtomo. Por exemplo, um
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campo de forca AA simula todos os atomos de um grupo metila (—CH3), enquanto

um campo de forca UA simula 0 mesmo grupo como uma unica particula.

Os campos de for¢ga AA e UA sdo chamados de atomisticos, € como exemplo
temos: AMBER (Assisted Model Building and Energy Refinement), CHARMM
(Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics), GROMOS (GROningen
MOlecular Simulation) e OPLS (Optimized Potential for Liquid Simulations)
(JORGENSEN; MAXWELL; TIRADO-RIVES, 1996; JORGENSEN; TIRADO-
RIVES, 1988; SCHULER; DAURA; VAN GUNSTEREN, 2001;
VANOMMESLAEGHE et al.,, 2010; VANOMMESLAEGHE; MACKERELL,
2012; WANG et al., 2004).

3.2. O campo de forga coarse-grained

Os campos de forca CG fazem uma aproximagdo ainda mais drastica. O
campo de forca MARTINI agrupa em média quatro atomos pesados em uma unica
particula (costumeiramente chamada de “grao”) a qual ¢ atribuida a um dos quatro
rotulos possiveis: Q para graos carregados (cargas formais), P para graos polares,
N para graos anfifilicos e C para graos apolares (em geral, se¢des de cadeias
hidrocarbodnicas), ilustrados na Figura 7 (MARRINK et al., 2007). Cada tipo de
grao possui quatro ou cinco subdivisdes que representam um ajuste fino na
afinidade polar (1-5) ou na natureza quimica em relag¢do a capacidade de realizar
ligagdes de hidrogénio (a: grupo aceptor; d: grupo doador; da: grupo doador e

aceptor; 0: sem ligacdes de hidrogénio).

eece

Qa Qd Qda QO P1 P2 P3 P4 P5 Na Nd Nda ND C1 CZ c3 C4 CS

Figura 7. Tipos de graos do campo de forca MARTINI.

Neste campo de forca todos os graos de segdes aciclicas possuem a mesma
massa de 72 u.a. Os grdos que representam secdes ciclicas de compostos organicos

possuem massa de 45 u.a. pois representam 2 ou 3 atomos pesados no maximo, e
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levam a letra “S” em seu rétulo antes de seu tipo. Cargas parciais também ndo sio
suportadas. O potencial utilizado para representar deformacdes angulares ¢
harmonico do tipo cosseno (Eq. 3.10) e o potencial para interacdes de Van der Waals

¢ o potencial de Lennard-Jones deslocado (3.11).

1
Vo (6ijx) = Ekf’jk(cos 0ijie — cos 60;)%  (3.10)

o\ 12 o \°
V(1) = 4€; [(#}’) —<?lj’>] (3.11)

onde o;; representa a menor distincia entre o par de particulas e €;; representa a
intensidade da interag¢do. A ideia do campo de forga ¢ utilizar um total de 18 tipos
de particulas como blocos para constru¢do de qualquer tipo de biomolécula. Para
isso, o valor €;; € parametrizado para todas as 18 - 18 = 324 interagdes possiveis.
O valor de 0;; € de 0,47 nm para a maioria das interagdes, exceto entre graos
carregados (Q) e graos apolares (C), onde a;; € 0,62 nm, e graos do tipo S, onde oij
¢ de 0,43 nm. Os valores de €j variam entre 2,0 e 5,6 k] mol! dependendo da
interagdo. Para uma interagdo entre dois graos do tipo S, o valor de €;; € reduzido
em 75 % em relagdo ao valor original. Para graos normais interagindo com graos S,
os valores de g;; € €;; ndo mudam. O MARTINI também conta com um modelo de
agua polarizavel (YESYLEVSKYY et al., 2010) que nao foi utilizado neste projeto

devido as dificuldades de ajuste de parametrizacao de outras moléculas.

A versdao do campo de forga utilizada neste projeto ¢ o MARTINI 2.0, que
conta com parametrizacdes de diversas biomoléculas como proteinas, lipideos,
carboidratos, dcidos nucleicos e at¢ mesmo polimeros (GRUNEWALD et al., 2018;
JONG et al., 2012; LO et al., 2009; MONTICELLI et al., 2008; UUSITALO et al.,
2017). Ja a versao mais recente, MARTINI 3.0, ndo possui parametrizagdo para
todas as biomoléculas utilizadas neste projeto, sendo o motivo de nao ser utilizada.
Para uma determinada molécula, a escolha do tipo de graos ¢ baseada nas fungdes
quimicas que compdem o grao, etapa chamada de mapeamento. A validagao desse
modelo ocorre com a comparacao de suas propriedades com propriedades obtidas
de simulagdes atomisticas ou propriedades experimentais. A molécula de DPPC,
por exemplo, foi validada através da andlise de curvatura lipidica espontanea

(comparada com estimativas experimentais), perfis de estresse de bicamadas,
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simulagdes de transformacdes lamelar-micelares e calculos de energia livre de
dessor¢do lipidica (comparadas com resultados de simulagdes atomisticas)
(MARRINK et al., 2007). A Figura 8 ilustra o mapeamento oficial de algumas

moléculas:

Figura 8. Mapeamento e parametrizacdo das moléculas de benzeno, DPPC, e colesterol no campo
de forca MARTINI. Figura adaptada de Marrink (2007)

O principal beneficio do uso de um campo de forca CG ¢ o custo
computacional muito inferior comparado ao uso de campo de forca atomistico. As
aproximagdes permitem que menos calculos sejam realizados, tornando possivel a
simula¢do de sistemas maiores e o uso de tempos de simulagdo maiores. Porém,
uma clara desvantagem ¢ a perda de informagdes e detalhes que podem ser obtidos
com simulac¢des atomisticas. Cabe ao usudrio decidir a melhor técnica que melhor
se adequa as informagdes que busca. Por exemplo, para estudar interacdes de
macromoléculas com filmes lipidicos, os graus de liberdade atomisticos e
informagdes conformacionais precisas podem nao ser tao relevantes. Infelizmente,
nos ultimos anos, o campo de forga MARTINI 2.0 demonstrou possuir limitagdes
em sua parametrizacdo (ALESSANDRI et al., 2019; SOUZA; SOUZA;
PIMENTEL, 2020). Foram relatados resultados que indicam que o campo de forca
superestima a agregacao de proteinas, reproduz incorretamente a miscibilidade de
solventes, o coeficiente de particao (log,, P) de certas moléculas ¢ superestimado,
e ndo simula corretamente cavidades proteicas (BEREAU; KREMER, 2015;
JAVANAINEN; MARTINEZ-SEARA; VATTULAINEN, 2017; STARK;
ANDREWS; ELCOCK, 2013). Nosso laboratorio mostrou que o log;, P calculado
usando os modelos de DPPC e colesterol parametrizados pelo MARTINI 2.0 nao
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concordam com os valores obtidos experimentalmente (FORNASIER et al., 2020;
SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2020; SOUZA et al., 2020c). A nova versao do
MARTINI, versao MARTINI 3.0, foi desenvolvida para superar essas limitagoes
(SOUZA et al., 2021), mas nosso laboratorio demonstrou que o problema nao foi
resolvido (ALESSANDRI et al., 2019; SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2020).
Apesar das limitagdes, o menor custo computacional deste campo de for¢a continua
sendo um grande motivador para o seu uso. Os resultados obtidos utilizando o
campo de forca MARTINI podem ser reproduzidos em simulagdes atomisticas para
uma eventual validagdo. Neste trabalho, busca-se entender o impacto do tratamento

teorico do MARTINI no potencial de forca média das simulagdes.

3.3. Algoritmos

Escolhido o campo de forga, € necessario que o usudrio fornega ao programa
de DM a configuracdo inicial do sistema que deseja simular, isto ¢, a posicdo de
cada dtomo/grao em um espaco cartesiano. Arquivos de coordenadas de moléculas
podem ser obtidos de base de dados como o Protein Data Bank (PDB) ou dos
websites dos proprios campos de forca (BERMAN, 2000). Definido o sistema, seus
componentes e seus limites, o programa aplica condi¢des periddicas de contorno
(Cap. 3.3.1) para a realizacdo dos calculos. O sistema deve ser submetido as etapas
de minimizagdo de energia (Cap. 3.3.2) e equilibracao de temperatura (Cap. 3.3.3)
e pressao (Cap. 3.3.4) para fornecer informacdes a respeito da velocidade inicial e
posicao dos atomos do sistema. Munido das condigdes iniciais, os algoritmos de
integragdo (Cap. 3.3.5) sdo usados para atualizacdo das velocidades e posicdes,

gerando uma trajetoria.

3.3.1. Ensembles e condi¢des periédicas de contorno

Um ensemble ¢ uma ferramenta da mecanica estatistica que consiste no
tratamento de N réplicas do sistema em todas as direcdes. Devido ao contato entre
as réplicas, € possivel haver transferéncia de energia e matéria. As propriedades do
sistema dependem do ensemble utilizado. Por exemplo, no ensemble candnico

(NVT) o ntimero de moléculas (N), o volume do sistema (V) e a temperatura (T)
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sdo mantidos constantes. A funcdo de particio Q de um ensemble NVT ¢ dada pelo

somatorio das fungdes de parti¢ao dos microestados i do sistema:

N
Ej
ON,V,T) = z e Tl (3.12)
i
onde E; ¢ a energia do microestado e k; ¢ a constante de Boltzmann. Também

podemos definir o ensemble candnico em um espaco de fase r:

E(M)

Q(N,V,T) = fe_kb—Tdnr (3.13)

Para o ensemble canonico, o espaco de fase r consiste na colecdo dos
momentos e posicdes generalizadas de um sistema com n graus de liberdade

internos.

Em um ensemble isotérmico-isobarico (NPT), além de N e T constantes, a
pressao (P) também ¢ constante. A funcao de particao de um ensemble NPT ¢ dada

pela soma ponderada da fungdo de particdo canonica:

PV

Q(N,P,T) = f Q(N,V,T)e ®»TcdV  (3.14)

N_ P, N . .
onde C = v = %o ¢ um fator de normalizacdo. Existem também os ensembles
b

microcanonico (NVE) e grande canonico (uVT) onde respectivamente a energia do
sistema (E) e o potencial quimico (p) do sistema sdao mantidos constantes. Para os
processos estudados neste projeto, os ensembles NVT e NPT sdo os mais
importantes pois sdo utilizados no acoplamento de temperatura (Cap. 3.3.3) e
pressdo (Cap. 3.3.4) respectivamente. Além disso, esses dois ensembles estdo
respectivamente associados as energias livre de Helmholtz (F) e Gibbs (G) (Cap.

3.4).

Para minimizar o custo computacional, os programas de DM costumam fazer
N =1, isto é, consideram apenas as réplicas vizinhas em cada dire¢do para o
calculo de interagdes ndo-ligadas de curto alcance. Essa ¢ a condi¢do periddica de
contorno utilizada pelo programa, e possui o beneficio de eliminar os artefatos que
seriam causados pelos limites do sistema. Os artefatos causados pela periodicidade

sao bem menores, especialmente em sistemas isotropicos. A célula unitaria que
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representa o sistema periddico ¢ chamada de caixa. A Figura 9 ilustra a

periodicidade de um sistema.

Figura 9. Periodicidade em um sistema contendo uma molécula de siRNA no campo de forca

MARTINI

Para o célculo de interagdes ndo-ligadas de longo alcance, apenas uma
imagem em cada direcdo pode ndo ter a precisdo necessaria. O potencial

eletrostatico, por exemplo, ¢ dado por:

- ZZZZZTJ 315)

Ny Ny Ng*

onde n = (ny,n,,n,) € o vetor indice da caixa do sistema. A soma de Ewald ¢ o
método histdrico utilizado para o célculo de interagdes de longo alcance em um

sistema isotropico:

Ve = Vair + Veee + Vg (3.16)

-y
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onde V,;,- representa o potencial de interagdes de curto alcance, um somatorio que
converge rapidamente no espaco real, e V... diz respeito as interagdes de longo
alcance periddicas. O somatdrio que converge rapidamente no espago reciproco ao
qual ¢ aplicado a transformada de Fourier. V, ¢ uma constante que mantém a
neutralidade da célula unitaria. 8 € o peso relativo entre as somas direta e reciproca;

m = (my, my, m,) € o vetor indice no espago reciproco, ¢ V € o volume da caixa.
~ , . 2 X _42
A fungdo erro complementar erfc é definida por erfc(x) =1 — = fo e~ tdt.

Algumas modificagdes na soma de Ewald sao implementadas no PME (Particle
Mesh Ewald), que ¢ um algoritmo mais répido e menos custoso
computacionalmente. Ao invés de operar em vetores, o PME opera em particulas
arranjadas em uma malha no espaco. Desta forma, € possivel realizar a transformada
rapida de Fourier (FFT) no componente V... Vale lembrar que esse algoritmo
também ¢ valido para o potencial de Lennard-Jones (DARDEN; YORK;
PEDERSEN, 1993; ESSMANN et al., 1995).

3.3.2. Minimizagao de energia

Definidos os componentes do sistema e seus limites (e, portanto, as condigdes
periddicas de contorno), € necessario minimizar a energia potencial do sistema para
evitar possiveis sobreposicdes de atomos/graos. Um sistema com a menor energia
potencial possivel significa um sistema mais proximo do equilibrio e com forgas de
menor magnitudes possiveis (BINDER et al., 2004; HANSSON; OOSTENBRINK;
VAN GUNSTEREN, 2002). A energia potencial do sistema ¢ uma fungdo das
posicdes de todos os atomos do sistema (r), e o valor minimo local ocorre quando
o gradiente (Eq. 3.2) possui coordenadas iguais a zero e a matriz Hessiana (matriz
das derivadas de segunda ordem) possui todos os autovalores positivos. O algoritmo
mais conhecido e consolidado para a procura de minimos locais de uma funcao ¢ o
Ssteepest descent:

Yooy =75 +————h 3.18
n+1 n max (anl) n ( )

Para atualizar as posi¢des dos a&tomos (73,41 ), as posicdes do passo anterior 7;,
sdo somadas a um fator de deslocamento h, multiplicado pelas forgas (F,)

normalizadas pela maior for¢a atuando em um dado atomo naquele passo
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max (|F,|). As novas posi¢oes 15,4, sdo aceitas caso V., <V, ¢ rejeitadas caso
contrario. O valor inicial do fator h, costuma ser de 0,01 nm (podendo ser
modificado pelo usudrio) e ¢ atualizado a cada passo segundo as condigdes:

1'2hn' Vn+1 < V;l

hn+1 - {O;Zh‘m Vn+1 = Vn (319)

Dessa forma, as posi¢oes dos atomos/graos do sistema sao atualizadas a cada
passo na dire¢ao de energias potenciais cada vez menores. O algoritmo ¢
interrompido quando ndo hé mais mudangas significativas na energia ou quando a
forca maxima passa a ser menor que um valor definido pelo usuério. Além do
steepest-descent, existem outros algoritmos mais robustos, porém mais custosos,
como o gradiente conjugado ou o minimizador quasi-Newtoniano de memoria
limitada de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (I-bfgs) (BYRD et al., 1995;
ZIMMERMANN, 1991).

3.3.3. Acoplamento de temperatura

Para resolver a equagdo diferencial de segunda ordem de Newton (Eq. 3.1)
sdo necessarias duas condigdes iniciais: as posi¢des e velocidades dos atomos. A
etapa de equilibracdo de temperatura ¢ responsavel por fornecer as velocidades
iniciais. Primeiro, velocidades iniciais (v;) aleatorias sdo geradas segundo a
distribuicdo de Boltzmann a uma dada temperatura (T) (VERLET, 1967):

miviz

b(v) = |—2 T (3.20)
t Zﬂka

Apos gerar velocidades aleatorias, os movimentos dos centros de massa sao
removidos e as velocidades sdo reescalonadas para que a energia cinética do sistema
corresponda a temperatura desejada. Conhecidas as condigdes iniciais, ¢ executada
uma pequena simulagdo em um ensemble NV T para o equilibrio da temperatura. O
acoplador de temperatura (ou termostato) € o algoritmo responsavel para garantir o
controle da temperatura desejada. O acoplador de Berendsen corrige a temperatura
de acordo com uma cinética de primeira ordem (BERENDSEN, 1991):

dT T,—-T
T

(3.21)
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Segundo a eq. 3.21, um desvio de temperatura Ty —= T decai
exponencialmente com um fator 7, chamada constante de acoplamento de

temperatura. Além disso, a energia cinética (Ej) também ¢ corrigida:
onde A ¢ o fator de escalonamento dependente do tempo que estd associando com

o fluxo de calor do sistema causado pelo escalonamento de velocidades

(BERENDSEN, 1991):

nrcAT T
A= |1+ ° 1] (323

Tr T(t —%At)

Sendo ny. o niimero de passos do acoplamento e 7 estd associado com a
constante de acoplamento de temperatura 7 da seguinte forma:

_ 2Cytr
Ngskp,

T (3.24)

onde Cy ¢ a capacidade térmica € Ngr 0 nimero de graus de liberdade. Por suprimir
as flutuacdes da energia cinética, o termostato de Berendsen ndo gera um ensemble
NVT apropriado. O termostato de redimensionamento de velocidade (v-rescale) é
recomendado para uma distribuigdo correta da energia cinética e geracdo correta do
ensemble. O algoritmo conta com algumas modificagdes no termostato de
Berendsen, especialmente com relagdo a distribui¢do de energia cinética (BUSSI;

DONADIO; PARRINELLO, 2007).

dE, = (E E)dt+2 Erro AW (3.25)
T T Ngs NTr

onde Ej, € a energia cinética e dW ¢ o termo conhecido como processo de Wiener.
Outros termostatos como o de Andersen ou o de Nosé-Hoover também podem ser
utilizados, sendo este ultimo preferivel para a simulagdo final apds as etapas de

equilibragio (BASCONI; SHIRTS, 2013; HOOVER, 1985; NOSE, 1984).
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3.3.4. Acoplamento de pressao

O tensor pressdo P ¢ calculado a partir da diferenga entre a energia cinética

E}, e o tensor do virial Z:

2
P=-(E—E) (326)

2= —%Z r®F; (327)
i<j
Com o acoplamento de pressao, o ensemble NPT ¢ implementado no sistema.
Assim como no acoplamento de temperatura (Cap. 3.3.4), os conceitos de
reescalonamento de Berendsen também servem para o acoplamento de pressao
(BERENDSEN et al., 1984). O barostato de Berendsen reescalona a caixa do
sistema a partir de uma constante de tempo 7p e segundo uma matriz de
escalonamento p:
dP P,—P
dac 1

(3.28)

npcAt
Hp = 6ij — T (Po,ij - Pij(t)) (3.29)
onde k7 ;; € a compressibilidade isotérmica do sistema, §;; € a fungdo delta de

Kronecker e np- 0 nimero de passos. O reescalonamento da caixa e das posi¢des
gera um trabalho realizado no sistema, uma vez que as velocidades ndo sao

reescalonadas. Para conservar a energia do sistema, este trabalho ¢ subtraido:
—Z(Mp,ij — 8;)Py,V = Z 2(upi; — 6ij)8;  (3.30)
Lj Lj
Também em paralelo com o termostato v-rescale, existe o barostato de

redimensionamento estocastico de célula (c-rescale) (BERNETTI; BUSSI, 2020).

ZkaTT
Vip

vV K
d <log —) = —(Py — P)T—Tdt + dw (3.31)
P

Vo
onde kr € a compressibilidade isotérmica do sistema. O barostato correspondente
ao termostato de Nosé-Hoover ¢ o Parrinello-Rahman, que da mesma forma, ¢ mais

acurado para descrever um ensemble NPT isotropico (NOSE; KLEIN, 1983;
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PARRINELLO; RAHMAN, 1981). O acoplamento de tensdo superficial ¢ de
particular interesse para simula¢des de modelos de surfactante pulmonar. A tensao

superficial y ¢ dada por:

L P (t) + B, (t
y(®) =—Z(Pzz(t) B AULE;E )> (332)
n 2
onde Py, Py, € P, representam as componentes da pressdo nas respectivas

dire¢des, L, ¢ o tamanho da caixa no eixo z e n é o nimero de superficies. E
importante mencionar que em simulacdes de modelos de SP sdo necessérias duas
superficies fosfolipidicas para a acomodagdo de uma fase aquosa e uma fase de
vacuo (que representa a fase gasosa). As duas monocamadas fosfolipidicas servem
para conter a fase aquosa e impedir que as moléculas de dgua se espalhem pela
caixa (e imagens periodicas) apds o acoplamento de pressdo/tensdo superficial

(Figura 10).

(A) (B)

Figura 10. Modelos de surfactante pulmonar no campo de forca MARTINI. (A) Monocamadas
simétricas contendo DPPC e (B) uma mistura 7:3 de DPPC/DPPG. Os bastdes verdes representam
as cadeias hidrocarbonicas do DPPC, enquanto as azuis, do DPPG. As esferas lilas representam as

cabecas polares e a fase aquosa € representada pela regido cinza. A regido em branco ¢ a fase
vacuo, que representa a fase gasosa. O retangulo cinza define os limites e a periodicidade do
sistema.
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Em todo o caso, com o barostato de tensao superficial, a pressao na dire¢do z

¢ redimensionada por:

At

AP, = —
zz p

(POZZ - Pzz(t)) (333)

Uzz = 1+ KTZZAPZZ (334)
onde 7p € a contante de acoplamento da pressao.

A corre¢do na dire¢do z ¢ usada para a convergéncia de y para o valor

desejado. O redimensionamento nas dire¢des x/y ¢ dado por:

At Yo Pex(t) + Py, (t)
Hesy =1+ — Ky | — — (Pzz(t) + AP, — = ¥y (3.35)
2TP .uzsz 2

A rigor, o barostato de tensdo superficial gera um ensemble NP,yT, embora

por questdo de simplicidade, este sera referido como NyT daqui em diante.

3.3.5. Algoritmo de restricao (LINCS)

Em alguns casos, ¢ mais conveniente que as ligacdes sejam descritas por uma
restri¢do ao invés de um oscilador harmoénico (Eq. 3.4), isto ¢, apresentam uma
distancia constante durante toda a simulacdo. Porém, apos o reescalonamento das
posigdes, seja pelo acoplamento de pressdo ou até mesmo uma minimizagao de
energia, ¢ necessario que as particulas restritas sejam redimensionadas para ndo
violar a restricdo. O método LINCS (LINear Constraint Solver) consiste em uma
modificagdo no potencial do sistema (Eq. 3.2) que ndo modifica sua energia total,
através do uso de um multiplicador de Lagrange k(t) associado a uma fungdo de
restricdo g, (HESS et al., 1997).

F, = i _ 0 14 k 3.36
i—miﬁ——a—ri( (r (1) —k()gr)  (3.36)

gi(r) =lry—ral—d?=0 i=1,..,k (337

Sendo |r;; —1;,| a distdncia entre os atomos restritos € d; a distancia
desejada. Além do LINCS, existem outros algoritmos de restri¢do como o SETTLE

e o SHAKE, que possuem um custo computacional maior que o LINCS
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(MIYAMOTO; KOLLMAN, 1992; RYCKAERT; CICCOTTI; BERENDSEN,
1977).

3.3.6. Métodos de integragao

Para resolver as equacdes diferenciais do movimento Newtoniano (Eq. 3.1) e
descrever uma trajetdria dos componentes do sistema, o programa utiliza métodos
numéricos de integragdo. O algoritmo leap-frog ¢ o mais usado e consolidado
(HOCKNEY; GOEL; EASTWOOD, 1974b). As posi¢oes e velocidades sao
atualizadas da seguinte forma:

v(t +1At) = v(t —lAt) +EF(t)
2 2 m (3.38)

r(t + At) = r(t) + Atv (t + EAf:)

O algoritmo ¢ chamado de leap-frog pois as velocidades e posi¢des sdo
atualizadas em intervalos iguais (At), defasados (%At) e em sequéncia, como um

jogo de “pula-sapo”. Outro algoritmo ainda mais acurado ¢ o integrador de

velocidade de Verlet (SWOPE et al., 1982).

r(t + At) = r(t) + Atv(t) + A—tZF(t)
Zm (3.39)

v(t+ At) = v(t) + ﬂ [F(t) + F(t + At)]
2m

Em resumo, cada passo temporal (At) de uma simulagdo de dindmica
molecular (utilizando o integrador leap-frog por exemplo) segue os seguintes

passos:

1. Coletar as posicdes r de todos as particulas (&tomos ou graos) do sistema no
. 1
tempo t e as velocidades no tempo t — EAt;

2. Computar as forgas F no tempo t sem considerar restrigdes (Eq. 3.2);

3. Calcular os fatores de escalonamento A e pp (Caps 3.3.3 e 3.3.4) para
acoplamento de temperatura e pressdo respectivamente;

4. Atualizar e redimensionar as velocidades: v' = A(v + aAt);

5. Atualizar as posigdes sem considerar as restrigdes: ' = r + v'At;

6.  Aplicar o algoritmo de restri¢ao: r' — r"’;
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7. Corrigir velocidades: v'' = %;

8.  Redimensionar as posi¢des € a caixa: r'"’ = upr'’ e b’ = upb.

Apb6s cada ciclo, informagdes de posi¢des, velocidades, energias,

temperatura, pressao etc. sdo escritos em arquivos de saida.

3.4. Calculo da energia livre de Gibbs (AG)

Além de produzir uma trajetoria dindmica de um sistema, a dindmica
molecular também pode ser utilizada para realizar calculos de energia livre. No caso
de um sistema com um ensemble NPT (Eq. 3.14), a energia livre de Gibbs (G) ¢

dada por (KASTNER, 2011):

E(r)

Q(N,V,T) = [e ®Td"r

Q =Q(N,P,T) = [Q(N,V, T)e_’i_VTCdV (3.40)
G =—k,TIn (Q)

Em um ensemble canénico, a energia livre de Helmhotz (F) ¢ dada pela
mesma relagdo. Entretanto, a maioria dos processos fisico-quimicos de interesse
ocorre a pressoes e temperaturas constantes. Os dois principais métodos utilizados
para o calculo do AG sdo a integragdo termodindmica e a amostragem guarda-

chuva. Neste capitulo, apenas o ultimo método sera discutido (KASTNER et al.,

2006).

Quando ¢ definida uma coordenada de reagdo & que liga dois estados

termodinamicos (G, — G), € possivel escrever a fungdo de parti¢do ao longo de ¢:

J6E) - Qrarr
[Q@r)drr

onde §(&(r) — &) ¢ a fungdo delta de Dirac e [ Q(r)d"r é a distribuigdo da fungdo

Q) = (3.41)

de particdo em seu espaco de fase r dados n graus de liberdade internos. A energia
livre em fungdo de ¢ ¢ chamada de potencial de forca média (PMF). No caso deste
projeto, o interesse ¢ calcular o PMF (e em seguida o AG) da transposicao de uma
nanoparticula de siRNA da fase vacuo (representando a fase gasosa) para a fase

aquosa atravessando uma monocamada fosfolipidica, como ilustrado na Figura 11.
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A coordenada de reacdo ¢ ¢ definida como as distancias entre o centro de massa do

siRNA e o centro de massa da fase aquosa.

o 338

>y P I
G,

(B)

$

Figura 11. Coordenada de reagdo ¢ da transposicdo do siRNA/nanoparticulas da fase vacuo (Go)
para a fase aquosa (G). (A) A coordenada de reagdo nesse caso ¢ definida como a distancia entre o
siRNA e o centro de massa da fase aquosa. (B) Os histogramas s@o as ocorréncias temporais de
cada janela &;.

Considerando um sistema ergddico (todos os pontos do espago de fase da
funcdo de particdo sdo visitados eventualmente), ¢ possivel igualar a fungdo de

particdo a fungdo de distribuigdo temporal P (£):
. t
Q) =P = tli_)rngp(f(t’))dt’ (3.42)
0

onde p € a ocorréncia de ¢ em um intervalo de tempo. Numericamente, a ocorréncia
de um estado ¢; (também chamado de janela) pode ser amostrada por simulag¢des

de DM.

3.4.1. Amostragem guarda-chuva

O método de amostragem guarda-chuva (do nome em inglés Umbrella
Sampling (US)) ¢ particularmente indicado para situagdes em que existem barreiras
energéticas no caminho de ¢ que tornam certos estados pouco populados. Ele foi
desenvolvido por Torrie e Valleau em 1974 e consiste na adi¢do de um potencial de
viés w;(&) na energia E¥(r) do sistema (TORRIE; VALLEAU, 1974, 1977a,
1977b).
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EP(r) = E*(r) + w;(§) (3.43)

Aplicando (Eq. 3.43) em (Eq. 3.40) e (Eq. 3.41), para cada janela i temos uma
distribuicio enviesada P?(¢) e uma distribuicdo ndo-enviesada P(§) que se

relacionam da seguinte forma:

wi® _wi§)
P(§) = Ple kT (e FoT)
E¥(r) wi(§(r)
_Wi(f) fe_ kpT e kpT d"r (344)
(e foT) = E(r)

[e ®T dnr
Aplicando (Eq. 3.40) € possivel calcular G;(§):

Gi(&) = —kyTIn (PP (©)) — wi(©) + ¥,
_wi(® (3.45)
Y, = —In(e %T)

A distribuicao enviesada Pib (&) é obtida através de simulagdes de DM em
uma dada janela i, o termo do viés w;(§) ¢é fornecido analiticamente ¢ o Gltimo
termo ¢ uma constante em relacdo a . Quando toda a coordenada de reagdo ¢
populada ¢ possivel calcular o PMF global G (£). O viés em geral costuma ser um

potencial harmdnico que assegura a amostragem em uma dada janela:

KW re 2
wi@ =—"(§-§7) (346

Os valores de Y; podem ser calculados utilizando o método de analise de
histogramas ponderados (do nome em inglés Weighted Histogram Analysis Method
(WHAM)) (KUMAR et al., 1992; SOUAILLE; ROUX, 2001). O método consiste
em uma média ponderada das janelas individuais, onde o peso escolhido p;(&)

minimiza o erro estatistico:

janelas

PUO= D m(OPLE  (347)

9P _, (3.48)
op;
Assumindo ), p; = 1, temos:
pi = Zc.lia.
/ (3.49)

1
T = Wi©)
—_ k T( L i
a; = nsteps b
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onde Mgpeps € 0 numero total de passos amostrados na janela i. A constante Y; €
calculada por:
Y

e Tl = fP”(E)e_’:Z_deE (3.50)

Como ¢ possivel notar, P*(§) ¢ necessario para o calculo de Y; (Eq. 3.50),
que por sua vez, € necessario para o calculo de P*(§) (Eq. 3.47; Eq. 3.49). Por esse

motivo, as equagdes sdo iteradas até atingir a convergéncia.
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4. Metodologia

4.1. Modelos CG

Os modelos CG para lipideos, polimeros, dgua (modelo ndo polarizavel) e
ions foram obtidos da base de dados do campo de forca MARTINI 2.0 (Figura 12)
(MARRINK et al., 2007). Os polimeros utilizados neste estudo (ver Figura 5) foram
o PEG (1646 Da, 37 monomeros) e PEI (1590 Da, 36 monOomeros, carga +12 em
pH fisiologico). O tamanho dos polimeros foi definido a partir de trabalhos
realizados anteriormente (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019). O modelo de PEI
foi construido utilizando a parametrizagdo de Beu et al (BEU; AILENEI,
COSTINAS, 2020). A sequéncia de siRNA utilizada foi demonstrada ser um
silenciador anti-TNF por Giircan et al., e suas propriedades anti-inflamatdrias
foram comprovadas in vitro (GURCAN et al.,, 2021). O programa NAFlex
(HOSPITAL et al., 2013) foi utilizado para gerar a estrutura tridimensional
atomistica do siRNA dada a seguinte sequéncia: 5'-
GUCUCAGCCUCUUCUCAUUCCUGT-3". O script MARTINIZE foi utilizado
para o mapeamento CG da estrutura gerada e gerar um arquivo de topologia (JONG
etal.,2012; MONTICELLI et al., 2008). O modelo CG do siRNA possui uma carga
de -43 e ¢ obtido utilizando o modelo elastico que ¢ baseado em dados
experimentais simulacdes MD atomisticas AA (DIGGINS et al., 2019;
PINAMONTI et al., 2015; UUSITALO et al., 2017). O modelo eléstico de siRNA

nao perde sua conformacao helicoidal durante a simulacao.

(A) (B) (©

(D) (E)

Figura 12. Modelos CG das moléculas presentes no sistema: (A) siRNA, (B) DPPC, (C) DPPG,
(D) PEG, (E) PEL
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4.2. Preparagao da nanoparticula

O modelo CG de siRNA foi submetido a uma minimiza¢do de energia em
dgua em uma caixa de dimensdes 10 x 10 x 10 nm? (ver Figura 9). Esta e todas as
simulagdes subsequentes foram realizadas utilizando o programa GROMACS
(ABRAHAM et al., 2015). Os modulos gmx_editconf e gmx _solvate foram
utilizados respectivamente para a criagdo da caixa e solvatagdo. O moddulo
gmx_genion foi utilizado para inser¢ao de ions para neutralizacdo da nanoparticula.
O algoritmo de minimizagao de energia utilizado foi o steepest descent, que realizou
as iteragdes até que a forga maxima atingisse um valor menor ou igual a 100 kJ mol
'nm!. A estrutura minimizada do siRNA foi usada sozinha (Figura 13A) ou
encapsulada com PEI (Figura 13B), PEG (Figura 13C), ou ambos PEI ¢ PEG
(Figura 13D). A nanoparticula B inicialmente continha 19 moléculas de PEI, C
continha 50 moléculas de PEG, e D continha 17 moléculas de PEI e 17 de PEG,
cada uma delas contendo uma molécula de siRNA. A “nanoparticula” A consistia
apenas de uma molécula de siRNA. Uma nova simula¢ao da NP B foi realizada com
50 moléculas de PEI. Para criar cada NP, uma caixa de dimensdes 20 x 20 x 20 nm?

foi construida.

) | (B)

(©) (D)

Figura 13. Nanoparticulas de siRNA e polimeros PEI e PEG. (A) uma molécula de siRNA, (B)
siRNA + 50 PEI, (C) siRNA + 50 PEG, (D) siRNA + 17PEI + 17 PEG.
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Os modulos do GROMACS gmx_insert-molecules e gmx_editconf foram
usados para criar as caixas e inserir os polimeros aleatoriamente ao redor do siRNA.
ApoOs isso, uma minimizagdo de energia no vacuo foi executada utilizando os
mesmos parametros mencionados acima. Depois disso, uma simulagao NVT de 100
ns foi executada. Os polimeros se agregaram espontaneamente ¢ as NP alcangaram
o formato esférico mostrado na Figura 13. Vale lembrar que uma abordagem
alternativa (e, em certa instancia, mais realista) para o tratamento das NPs seria ligar
covalentemente as cadeias poliméricas ao siRNA (JOKERST et al.,, 2011).
Entretanto, ndo ¢ do conhecimento dos autores que existam ferramentas disponiveis

para construir topologias para estruturas de tamanha complexidade.

De qualquer maneira, o algoritmo utilizado para as simula¢des foi o leap-frog
(HOCKNEY; GOEL; EASTWOOD, 1974a), A temperatura do sistema foi de 310
K, o termostato v-rescale foi utilizado (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007),
e a constante de tempo (t) foi de 1 ps. Uma NP extra (E) consistindo de 17 moléculas
de PEI e 17 de PEG sem siRNA (Figura 20) também foi preparada utilizando o

mesmo procedimento descrito.

Ao final, as NP possuiam um didmetro de aproximadamente 10 nm. Para cada
NP, uma simulagdo em agua foi realizada para verificar a estabilidade. As NPs
foram inseridas em uma caixa de dimensdes 15 x 15 x 15 nm?, que foi solvatada
utilizando o moédulo gmx solvate. Uma minimiza¢do de energia foi executada
utilizando os mesmos parametros descritos acima. Apos, foram realizadas uma
equilibragdo NVT de 50 ns e uma equilibragdo NPT de 100ns em seguida. Os
parametros da equilibragdo NVT foram os mesmos descritos acima, exceto que
desta vez, as posi¢des das NPs foram restritas. O algoritmo leap-frog foi utilizado,
a temperatura foi de 310 K e a pressdo de referéncia foi de 1 bar. O termostato

utilizado foi o v-rescale com t =1 ps e o barostato foi o de Berendsen com 1p = 3

ps.
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4.3. Preparagao do modelo de surfactante pulmonar

Os dois modelos de SP utilizados neste estudo consistiam de uma
monocamada de DPPC (Figura 10A) e uma outra monocamada de DPPC e DPPG
em uma proporgio 7:3 (Figura 10B) simulando 30% de cargas negativas. E possivel
aumentar a complexidade dos modelos incluindo outros fosfolipideos e proteinas
do surfactante. Porém, o primeiro modelo ¢ uma boa aproximacao considerando
que o DPPC ¢ o componente majoritario do SP (SOUZA et al., 2020a). O segundo
modelo ¢ util para avaliar o efeito das cargas negativas da transposicao das NPs.
Existem dois motivos principais para nao adicionar as proteinas do surfactante. Em
primeiro lugar, ndo existem modelos 3D completos e disponiveis até o presente
momento. Em segundo lugar, para simular precisamente a concentracdo de
proteinas, a monocamada precisaria ser bem maior, o que seria custoso
computacionalmente. Além disso, mesmo que o sistema maior fosse simulado, as
interagdes com as proteinas ndo seriam estatisticamente significativas devido a
maior propor¢ao de fosfolipideos. A auséncia de proteinas simplifica o problema e
torna possivel a avaliagdo de como as cargas afetam a transposi¢cdo ¢ o AG da

transposi¢do, sem que outras variaveis possam afetar o processo.

O script INSANE (WASSENAAR et al., 2015) foi usado para construir duas
monocamadas simétricas e paralelas (ver Cap. 3.3.4), cada uma contendo 1060
fosfolipideos. As monocamadas foram colocadas a 12 nm de distancia uma da outra
utilizando o comando gmx_editconf. Uma caixa de dgua de dimensdes 25 x 25 x

3 foi inserida no centro da caixa, entre as duas monocamadas.

12 nm
Aproximadamente 59.000 graos de agua foram inseridos através do modulo
gmx_solvate. As cabecas polares dos fosfolipideos foram orientadas em direcao a
caixa d’4gua e o sistema no total possuiu as dimensdes de 25 x 25 x 50 nm’®, o que
deixou por volta de 17 nm de vacuo (representando a fase gasosa) entre as
monocamadas e os limites inferior e superior da caixa, como mostra a Figura 10. O

sistema foi minimizado até a for¢a minima chegar a um valor menor que 100 kJ

mol! nm™!, também utilizando o algoritmo steepest-descent.

Apds a minimizagdo, os sistemas foram equilibrados por 100 ns utilizando
um ensemble NyT, uma temperatura de 310 K e o termostato v-rescale com t =1

ps (BUSSI; DONADIO; PARRINELLO, 2007). O barostato de Berendsen foi
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utilizado com 1p = 3 ps (BERENDSEN et al., 1984), e com o valor de y definido
para 20 mN m™. A pressdo na diregdo normal P, foi definida para 1 bar ¢ a
compressibilidade foi definida para 4,5 x 107 bar™! no plano xy e 0 bar™!' no eixo z.
Em todas as simulagdes foram definidas condigdes periddicas de contorno, mas as
interagcdes de longo alcance foram ignoradas. O raio de corte para interacdes de
Coulomb e Lennard-Jones foi de 1,2 nm e a lista de pares era atualizada a cada 10

passos, sendo 10 fs o tamanho de cada passo.

O motivo para o uso do barostato de Berendsen € que este ¢ o mais compativel
com o acoplamento de tensdo superficial apesar de ndo ser o mais acurado. Além
disso, o uso de CG elimina varios graus de liberdade, o que por si s6 ja reduz a
acurdcia da simulagdo, tornando dispensdvel o uso de algoritmos mais robustos.
Pelo mesmo motivo foram ignorados os célculos de interacdes de longo alcance,
embora seja também possivel optar por utiliza-los. E conhecido da literatura que o
SP ¢ capaz de reduzir a tensio superficial alveolar para valores de at¢ 0 mM m™! na
compressdo pulmonar maxima, e valores de até 20 mN m™ com na expansio
maxima (SAAD et al., 2012; ZASADZINSKI et al., 2001). Também se sabe que
nanoparticulas causam o colapso da monocamada quando sujeitas a valores de y
proximos de zero (ESTRADA-LOPEZ et al., 2017). Dessa forma, 20 mN m™' ¢ a
escolha de y mais relevante que permite a transposicdo da NP através do modelo de
SP sem colapso. Para demonstrar que o sistema alcangou o equilibrio foram
coletadas informacdes a respeito da area do sistema no plano XY ao longo dos 100

ns de equilibracao (Figura 17) utilizando o modulo gmx_energy.

4.4. Detalhes das simulagoes

Ap0s a equilibragdo das monocamadas, o modulo gmx_insert-molecules do
GROMACS foi usado para inserir o siRNA ou as NPs aproximadamente a 10 nm
de distancia da monocamada superior, na fase vacuo. O moédulo gmx genion foi
usado para inserir ions na fase aquosa para neutralizar as cargas. As etapas de
minimizagdo e equilibracdo foram executadas utilizando os mesmos parametros
descritos anteriormente, exceto com o uso da restricdo de posicao para as NPs. Apds
a equilibracdo a 310 K e 20 mN m!, 200 ns de simulac¢des de arraste NyT foram

realizadas para cada sistema utilizando um viés de for¢a harmonico. A simulagio
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de arraste assegura que a NP ira percorrer atravessar o filme de SP e toda a
coordenada de reagdo sera populada (ver Figura 11). Como mencionado
anteriormente, a coordenada de reagdo ¢ ¢ definida como a distancia entre os
centros de massa do siRNA e da caixa de 4gua (mais precisamente, a componente
z da distancia). A constante de for¢a do potencial harmoénico K, foi de 1000 kJ mol
"'nm™ e a velocidade do arraste foi mantida constante. A NP foi arrastada na direcio
—z em direcdo a fase aquosa. As Figuras 14 e 15 mostram respectivamente as
configuracdes iniciais dos sistemas de NPs com os modelos de DPPC e
DPPC/DPPG. Para comprovar a necessidade do uso do arraste, foram realizadas
simulagdes nao-enviesadas em cada modelo de SP e utilizando os sistemas de

siRNA, PEI/PEG e siRNA/PEI/PEG (Figuras 19-21).

(B)

Figura 14. Configuragao inicial das NPs no sistema de DPPC.
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Figura 15. Configuracéo inicial das NPs no sistema de DPPC/DPPG.

4.5. Calculos do AG

A amostragem guarda-chuva foi utilizada para calcular a energia livre de
Gibbs (AG) da transposi¢ao da NP da fase vacuo para a fase aquosa através da
membrana lipidica (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019; SOUZA et al., 2018;
TORRIE; VALLEAU, 1977a, 1977b). As trajetorias enviesadas foram amostradas

em um intervalo de 0,2 nm, isto €, a cada 0,2 nm de distancia percorrida pelo siRNA
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uma imagem do sistema foi coletada. Cada janela foi equilibrada por 50 ns
utilizando um ensemble NyT, seguido de 100 ns de simulagdes enviesadas NyT. Os
detalhes das simulagdes sdo os mesmos descritos acima, exceto que neste caso a
nanoparticula esta sujeita a um potencial harmonico que restringe sua posi¢ao a uma
certa distancia da caixa d’agua definida pela janela (ver Figura 11). A constante de
forga do potencial harmédnico variou entre 500 e 1000 kJ mol™! nm™ e a energia da
janela inicial foi definida para 0 kJ mol'. O método WHAM foi utilizado para
computar o PMF, G (¢) (HUB; DE GROOT; VAN DER SPOEL, 2010; KUMAR et
al., 1992; STELZL et al., 2017).

4.6. Outras analises

Os parametros de ordem (Sz), dados pela férmula abaixo, foram calculados

para avaliar a perturbacao das nanoparticulas na monocamada.
1
S, = E(Scosz(p - 1)

onde ¢ ¢ o angulo entre uma ligacdo e a direcdo normal (eixo z). Os parametros de
ordem estdo relacionados com a ordem geral da monocamada pois calculam a
orientacdo média de uma ligagdo C—C (ou nesse caso, graos C—C) em relagdo ao
vetor normal. Um valor de -0,5 indica uma ligacdo perpendicular a normal,
enquanto o valor 1 indica uma ligagdo paralela. Os parametros de ordem de
fosfolipideos em um campo de for¢a CG ndo devem ser comparados diretamente
com parametros de ordem atomisticos e nem equivalentes experimentais, mas
podem ser comparados com um controle de uma simulacao CG. Os ultimos 50 ns
das simulag¢des (siRNA na fase aquosa) foram coletados para o calculo dos
parametros de ordem das quatro ligagdes dos graos hidrocarbonicos de uma das
cadeias do DPPC (Figura 16) utilizando o script do-order (JONG et al., 2012;
MONTICELLI et al., 2008).
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Figura 16. Estrutura e nomenclatura do DPPC no campo de forca MARTINI. Os nimeros de 1 a 4
rotulam as liga¢des escolhidas para o calculo dos parametros de ordem.

A fungdo de distribuicdo radial g(r) também foi calculada para coletar
informagdes a respeito da distribuicdo de fosfolipideos ao redor do siRNA nos
ultimos 50 ns de simulagao (siRNA na fase aquosa). O g(r) é calculado pela seguinte
equagao:

Na N

gun(ry) = il L2 S 1)

(pB)local (pB)local NA icA jeB

onde (pB( )) ¢ a densidade da particula B em um casco esférico ao redor da
particula A com raio rg, € {pPg)iocal ¢ @ densidade total da particula B dentro de uma
esfera ao redor da particula A com raio maximo, que costuma ser metade do
tamanho da caixa do sistema. Para lidar com o problema de uma forma numérica,
a funcdo o ¢ substituida por um histograma de densidade em uma regido radial
calculada pelo programa gmx_rdf. O programa divide o sistema em cascas esféricas
centradas em uma referéncia, que neste caso € o centro de massa do siRNA. Com o
calculo de g(r) ¢ possivel demonstrar a presenga de uma coroa e/ou arraste de

fosfolipideos, que produzira uma maior densidade de DPPC no gréfico.
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5. Resultados e Discussoes

5.1. Resultados Preliminares

Para verificar se as etapas de equilibracgao inicial das monocamadas de DPPC
e DPPC/DPPG (sem a transposi¢do das nanoparticulas) foram bem-sucedidas, a
area do plano XY da caixa foi coletada durante os 100 ns de simulag¢do. A Figura
17 mostra a 4rea da caixa das monocamadas ao longo do tempo de simulagdo. E
possivel notar que as monocamadas atingem o equilibrio antes de 100 ns. O
resultado indica que 100 ns sdo suficientes para equilibrar a tensao superficial do
sistema a 20 mN m™'. E possivel ver pelo grafico que a 20 mN m’', a area por
molécula é aproximadamente 45 A2, em acordo com dados experimentais

(DISALVO et al., 2022).
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Figura 17. Evolugdo da area XY da caixa ao longo do tempo de simulagdo nas etapas de
equilibragdo a 20 mN m™'. (A) Monocamada de DPPC, (B) Monocamada de DPPC/DPPG.
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As nanoparticulas poliméricas foram simuladas em uma caixa de 4gua para
avaliar sua estabilidade. A Figura 18 mostra que ao final de 200 ns, os polimeros se
dispersam na fase aquosa. E possivel notar (Figura 18A e 18C) que as moléculas de
PEI ainda interagem com o siRNA devido as interagdes de cargas opostas. O mesmo
comportamento poderia ser evitado com a adi¢do de ligagcdes covalentes entre os
polimeros e o siRNA (JOKERST et al., 2011), o que, como ja discutido, esta fora
do escopo deste projeto devido a necessidade de validacio de novas
parametrizacdes. Além disso, essas ligacdes possuem propriedades especiais que
sdo dificeis de serem validadas por DM com comparagdo do experimento, como
por exemplo a sensibilidade ao pH e forga i6nica que podem levar a uma liberagao
especifica e direcionada. Uma alternativa seria o uso de um modelo elastico da
nanoparticula, o que asseguraria o formato esférico da nanoparticula, mas ignoraria
ainda mais graus de liberdade do problema. Como o objetivo deste projeto ¢ avaliar
o comportamento das moléculas ao interagir com a monocamada segundo o campo
de forca MARTINI, foi optado pela constru¢do de NPs baseadas apenas com

interagdes de van de Waals entre os polimeros e o siRNA.

- "a (©) (D)

Figura 18. Configuracdo das nanoparticulas ap6s 200 ns em agua. Os polimeros se dispersam na
fase aquosa e a nanoparticula se desfaz. (A) siRNA/PEI, (B) siRNA/PEG, (C) siRNA/PEI/PEG,
(D) PEI/PEG. As simulagdes foram realizadas a 310 K e a 1 bar.
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A Figura 19 mostra as simula¢des ndo-enviesadas e sem arraste dos sistemas
de siRNA sem polimeros em ambos os modelos de SP. E possivel observar que em
ambos os modelos de SP, uma unica molécula de siRNA atravessa espontaneamente
o filme e chega a fase aquosa. As simulagdes mostraram que o siRNA se acomoda
horizontalmente nas cadeias hidrocarbonicas imediatamente apds o contato com a
monocamada (Figura 19A). O siRNA entdo espontaneamente assume uma
configuracdo vertical e inicia sua transposi¢ao pela monocamada (Figura 19B). Em
ambos os casos, apds 200 ns (Figura 19C) o siRNA se encontra “preso” interagindo
com as cabegas polares dos fosfolipideos. No caso do filme de DPPC, o siRNA
chega a ser liberado na fase aquosa, porém imediatamente volta a interagir com as
cabegas polares (ndo mostrado aqui). Este resultado mostra que as simulagdes nado-
enviesadas (sem o arraste), apesar de serem capazes de mostrar um processo de
transposi¢do espontaneamente, ndo sdo apropriados para gerar configuragdes em
todas as regides da coordenada de reagdo, em especial livre na fase aquosa. Nao so
o siRNA nao popula regides mais proximas do centro da fase aquosa, como também
o processo de transposi¢do ¢ rapido o suficiente para ndo haver configuragdes

uniformemente distribuidas na regido da interagdo com a monocamada.

Figura 19. Simulac¢des ndo-enviesadas de siRNA nos modelos de DPPC e DPPC/DPPG,
respectivamente. (A) Inicio da simulagio, (B) contato do siRNA com as monocamadas ¢ (C)
Simulagdo ap6s 200 ns. Simulagdes realizadas a 310 K € 20 mN m!.
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As Figuras 20 e 21 mostram respectivamente as simula¢des ndo enviesadas
das NPS PEI/PEG e siRNA/PEI/PEG. Ambas as simula¢cdes mostram que as
simulagdes nao-enviesadas nao sdo capazes de simular a transposicdo de
nanoparticulas maiores no filme de SP em 200 ns pois estas passam a maior parte
da simulacdo “presas” nas cadeias hidrocarbonicas. Os resultados indicam que o
uso do arraste € essencial para coletar configuragdes das nanoparticulas em todas
as regioes da coordenada de reacdo. Seria necessario um tempo de simulagdo de ~1
ms a 1 s, o que seria um tempo computacional invidvel para estas simulagdes serem

realizadas.

el

¥ D)

Figura 20. Simulag¢des ndo-enviesadas de PEI + PEG nos modelos de DPPC ¢ DPPC/DPPG. (A)
Inicio da simulagdo no sistema de DPPC, (B) Simulagéo apds 200 ns, (C) Inicio da simulagdo no
sistema de DPPC/DPPG, (D) Simulagio ap6s 200ns. Simulagdes realizadas a 310 K ¢ 20 mN m".
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Figura 21. Simulag¢des ndo-enviesadas de siRNA/PEI/PEG nos modelos de DPPC e DPPC/DPPG.
(A) Inicio da simulagdo no sistema de DPPC, (B) Simulagéo ap6s 200 ns, (C) Inicio da simulagéo
no sistema de DPPC/DPPG, (D) Simulagdo apds 200ns. Simulagdes realizadas a 310 K e 20 mN
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5.2. Transposi¢ao de nanoparticulas em DPPC

A Figura 22 mostra as configuragdes finais das simula¢des enviesadas apds
as nanoparticulas serem arrastadas para a fase aquosa (200 ns). Como esperado, as
NPs se desmancham devido a dispersdao dos polimeros na fase aquosa. Apos 200
ns, ndo ha uma perturbagdo visivel nas monocamadas dos sistemas de siRNA
(Figura 22A) e siRNA/PEI (Figura 22B). E possivel notar uma forte interagio entre
as moléculas de PEI e siRNA ao final da simulagdo devido as interagodes
eletrostaticas de cargas opostas. Ja as nanoparticulas contendo PEG (siRNA/PEG e

siRNA/PEI/PEG) parecem induzir a formag¢ao de agregados com fosfolipideos. A
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NP contendo apenas PEG induz a formacdo de um agregado contendo
siRNA/DPPC/PEG (Figura 22C), enquanto a nanoparticula contendo PEI e PEG
induz um agregado contendo DPPC/PEG (Figura 22D), ambos bem estaveis na fase

aquosa.

Figura 22. Configuracdes dos sistemas de DPPC ap6s 200 ns. (A) siRNA, (B) siRNA/PEI, (C)
siRNA/PEG, (D) siRNA/PEI/PEG. Simulagdes realizadas a 310 K e 20 mN m''.

E importante mencionar que, durante a transposicio da NP contendo
siRNA/PEI ocorre o colapso da monocamada, como mostra a Figura 23. Ap6s 200
ns, quando a NP chega a fase aquosa, os polimeros se dispersam na fase aquosa e

os fosfolipideos sdo readsorvidos na monocamada.

i

A

!
Figura 23. A transposi¢do da NP contendo PEI induz a formagdo de um agregado que ¢
readsorvido 4 monocamada apds 200 ns. Simulag¢des realizadas a 310 K e 20 mN m™'.

Wi i



66

5.3. Transposi¢ao de nanoparticulas em DPPC/DPPG

As simulagdes no modelo de DPPC/DPPG (Figura 24) mostraram um
resultado similar. Novamente, o siRNA sozinho ndo causa perturbacdo visivel na
monocamada ap6s 200 ns (Figura 24A). A nanoparticula de PEI causa um colapso
no filme, mas dessa vez os fosfolipideos nao sdo readsorvidos na monocamada apds
200 ns (Figura 24B). A presenca do PEG (siRNA/PEI e siRNA/PEG) na NP parece
causar arraste de fosfolipideos e formagdo de um agregado estavel. Desta vez, o

siRNA interage com o agregado no sistema siRNA/PEI/PEG.

Figura 24. Configuragdes dos sistemas de DPPC/DPPG apds 200 ns. (A) siRNA, (B) siRNA/PEI,
(C) siRNA/PEG, (D) siRNA/PEI/PEG. Simula¢des realizadas a 310 K e 20 mN m'".

5.4. Extensao de simulagdes

Para verificar a estabilidade dos agregados formados, as simulacdes em que
houve formagao de agregados foram estendidas por mais 200 ns sem potencial de
viés e sem arraste, deixando o siRNA e polimeros livres pelo sistema. O agregado

fosfolipidico gerado pela transposicdo da NP siRNA/PEI na monocamada de
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DPPC/DPPG (ver Figura 24B) foi readsorvido durante a nova simulacao (Figura
25). E possivel notar uma forte interagio do siRNA com moléculas de PEI devido

as interagdes eletrostaticas de cargas opostas.

‘mumﬁ I(UHIUU n/(mzm"u :nllm(’:

Figura 25. A transposi¢@o da NP contendo PEI induz a formagao de um agregado que ¢
readsorvido 4 monocamada ap6s 200 ns. Simulagdes realizadas a 310 K e 20 mN m™'.

Ja os outros agregados contendo PEG permaneceram estaveis na fase aquosa.
A Figura 26 mostra os sistemas de DPPC ap6s mais 200 ns. E possivel notar que o
agregado ndo ¢ adsorvido na monocamada. No sistema siRNA/PEG (Figura 26A),
o siRNA permanece interagindo tanto com o agregado DPPC/PEG quanto com as
cabegas polares da monocamada. J& no sistema siRNA/PEI/PEG (Figura 26B), o
agregado interage com as cabegas polares da monocamada, mas nao com o siRNA,
que por sua vez interage com as moléculas de PEI na fase aquosa. A principio, seria
possivel inferir que a presenga do PEI protege o siRNA de interagir com o agregado
fosfolipidico ou com a monocamada. Mas os resultados com a monocamada de
DPPC/DPPG mostram resultados opostos, o que € discutido logo a seguir. A Figura
27 mostra os agregados de PEG/DPPC ap6s os 200 ns de simulagao.

Figura 26. Extensao das simulagdes dos sistemas siRNA/PEG (A) e siRNA/PEI/PEG (B) nas
monocamadas de DPPC por mais 200 ns. Simulag3es realizadas a 310 K e 20 mN m™'.
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Figura 27. Agregados de DPPC e PEG nos sistemas siRNA/PEG (A) e siRNA/PEI/PEG (B) nas
monocamadas de DPPC. O primeiro agregado (A) interage com o siRNA.

As simulac¢des das monocamadas de DPPC/DPPG também foram extendidas
por mais 200 ns, sem potencial de viés e sem arraste. Os agregados de
fosfolipideos/polimero formados também permaneceram estaveis por toda a
simula¢do, como mostra a Figura 28. No sistema siRNA/PEG (Figura 28A) o
agregado permanece na fase aquosa e ndo interage com a monocamada nem com o
siRNA, que por sua vez interage com as cabegas polares da monocamada superior.
J& no sistema siRNA/PEI/PEG (Figura 28B) existe a interagdo entre o agregado, a
monocamada e o siRNA. Também existe a interagdo entre o siRNA e algumas
moléculas de PEI, mas que ndo impede a interagdo do siRNA com o agregado ou
com a monocamada, como observado na monocamada contendo apenas DPPC. Nao
se deve afirmar que esta diferenga se deve a presenca das cargas negativas do
DPPG. Com um sistema de tamanha complexidade e sem interagdes de longo
alcance, ¢ interessante que as simulacdes sejam repetidas com pequenas variagdes
nas condicdes iniciais para estimar o impacto da aleatoriedade das interagdes. A

Figura 29 mostra os agregados de PEG/DPPC apds os 200 ns de simulagao

Figura 28. Extensdo das simulagdes dos sistemas siRNA/PEG (A) e siRNA/PEI/PEG (B) nas
monocamadas de DPPC por mais 200 ns. Simulag¢des realizadas a 310 K e 20 mN m-'.
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Figura 29. Agregados de DPPC e PEG nos sistemas siRNA/PEG (A) e siRNA/PEI/PEG (B) nas
monocamadas de DPPC. O primeiro agregado (A) interage com o siRNA.

E conhecido que nanoparticulas em geral apresentam uma toxicidade em
potencial para os pulmdes quando inaladas, especialmente devido as interagcdes com
o surfactante pulmonar, que por sua vez pode ter sua fungdo prejudicada, o que pode
levar a problemas respiratorios (GUZMAN; SANTINI, 2019). O agregado formado
pela nanoparticula e os fosfolipideos do SP ¢ chamado de coroa e ¢ entendido como
uma pega-chave no mecanismo da toxicidade pois confere a NP propriedades fisico-
quimicas diferentes (HU et al., 2017, 2011; LESNIAK et al., 2012; LUNOV et al.,
2011; QIAO et al., 2007). J& foi demonstrado que certos fatores como
hidrofobicidade, cargas, e tamanho da NP impactam diretamente na formagdo ou
ndo de coroa (DAILEY et al., 2015; HU et al., 2017; SEIFFERT et al., 2015;
SOUZA et al., 2020b; VALLE et al., 2014). Na literatura ¢ possivel encontrar
diversas evidéncias (tanto experimentais quanto simulagdes) de que a formagao de
coroa esta associada a toxicidade pulmonar, que pode ser causada pela remocao de
fosfolipideos e proteinas do surfactante pulmonar (NISOH et al., 2015; SEIFFERT
et al., 2015; VALLE; WU; ZUO, 2015). Aqui, vemos que a presenca do PEG na
nanoparticula causa a formagao de coroas fosfolipidicas altamente estaveis em fase
aquosa, o que pode produzir uma deficiéncia fosfolipidica do SP. E possivel que a
presenca do PEI interrompa uma interagao continua do siRNA com o SP, facilitando
sua liberacdo nas células pulmonares. Também foi possivel observar que as
moléculas de PEG ndo interagem com a monocamada, e sim, com a fase aquosa e
as coroas. E importante mencionar que uma maior hidrofobicidade das NPs
costuma estar mais relacionada com a formacao de coroa (HU et al., 2017; NISOH
et al., 2015; SOUZA et al., 2020b; VALLE; WU; ZUO, 2015). Esta tendéncia nao
foi observada em nossas simulagdes pois o polimero PEG ¢ polar. Entretanto, o PEI,

que ¢ mais hidrofilico devido a presenca de cargas, ndo induziu formagao de coroas.
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5.5. Parametros de ordem

A Figura 30 mostra os parametros de ordem calculados para as quatro ligacdes
dos graos que representam a cadeia hidrocarbonica do DPPC (ver Figura 16). Os
valores sao médias temporais dos ultimos 50 ns e de todas as moléculas de DPPC
do sistema. Os valores foram calculados apenas para as simula¢des da monocamada
de DPPC. O sistema com apenas siRNA provocou poucas perturbagdes na
monocamada (também em comparacdo com as monocamadas equilibradas sem
NPs), e, portanto, foi escolhido como referéncia para o grafico. Em amarelo, os
valores de S, para o sistema com siRNA, roxo para siRNA/PEI, vermelho para
siRNA/PEG e verde para siRNA/PEI/PEG. Em primeiro lugar, ¢ facil ver que os
valores para o sistema siRNA/PEI estdo muito proximos do sistema contendo
apenas siRNA. E importante mencionar que esses valores foram obtidos para a
simulagdo de uma nanoparticula contendo apenas 19 moléculas de PEI (da fase de
testes preliminares), e os valores para o sistema com 50 moléculas de PEI (Figura
22B) nao foram calculados. Além disso, os valores para as monocamadas contendo

DPPG também nio foram calculados.
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Figura 30. Parametros de ordem calculados para as ligagdes das cadeias hidrocarbénicas de DPPC
nos sistemas siRNA (pontos amarelos), siRNA/PEI (curva roxa), siRNA/PEG (curva vermelha), e
siRNA/PEI/PEG (curva verde). Os parametros de ordem para as simulagdes do filme de
DPPC/DPPG nio foram calculados. Simulag¢des realizadas a 310 K e 20 mN m™'.
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E possivel notar pelo grafico que a presenca de PEG diminui os valores de
S, 0 que indica perturba¢do da monocamada. Entretanto, a presenca de PEI parece
reduzir esta perturbag@o pois os valores para o sistema siRNA/PEG sdo menores
que os para o sistema siRNA/PEI/PEG. Isso indica que a presenca do PEI ¢
importante para preservar a organizacao da monocamada, e este resultado somado
ao resultado visual das simulagdes indica que o SP ndo ¢ afetado negativamente
pela presenca do PEI. Entretanto, vale a pena mencionar mais uma vez que oS
resultados em roxo se referem a uma nanoparticula menor (siRNA + 19 moléculas
de PEI) que causa menos perturbagao na monocamada. Acredita-se que o resultado
para a nanoparticula maior (50 moléculas de PEI) ndo seria muito diferente, uma
vez que sdo coletados os ultimos 50 ns de simulagdo, quando o breve colapso do

filme (ver Figura 23) foi normalizado e ndo houve uma remocao de fosfolipideos.

5.6. Funcgao de distribuicao radial

A Figura 31 mostra a fun¢ao de distribui¢do radial para todos os sistemas de
monocamada de DPPC. As curvas de g(r) para os sistemas siRNA (amarelo),
siRNA/PEI (roxo), e siRNA/PEI/PEG (verde) possuem formatos semelhantes,
sendo a curva amarela levemente deslocada. As curvas de g(r) sdo altamente
sensiveis a pequenas mudangas na trajetoria. A curva para o sistema siRNA/PEG
(vermelho) se destaca entre as demais, mostrando um pico antes de 2 nm que indica
alta densidade de DPPC ao redor da molécula de siRNA apo6s a transposicdo. Este
mesmo resultado ndo ¢ observado na curva do sistema siRNA/PEI/PEG (verde) pois
as moléculas de DPPC estdo longe o suficiente do siRNA ao ponto de ndo ser
possivel distinguir entre os fosfolipideos da camada e do agregado. Este resultado
corrobora a observagao visual de que o siRNA esta interagindo com o agregado de
DPPC/PEG ap6s a transposicao. O calculo de g(r) ndo foi realizado para os sistemas
com monocamada de DPPC/DPPG ou para o sistema contendo 50 moléculas de

PEL
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Figura 31. Curvas de funcdo da distribuicao radial (g(r)) de moléculas de DPPC ao redor do
siRNA durante os ultimos 50 ns de simulagdo para os sistemas siRNA (curva amarela), siRNA/PEI
(curva roxa), siRNA/PEG (curva vermelha), e siRNA/PEI/PEG (curva verde). O centro de massa
de cada molécula de DPPC foi utilizado para o calculo e o siRNA foi usado como referéncia. As
curvas para as simulagdes do filme de DPPC/DPPG néo foram calculadas. Simulagdes realizadas a
310 Ke 20 mN m!

5.7. Resultados dos calculos de AG

A Figura 32 mostra as curvas de PMF da transposi¢do do siRNA na
monocamada de DPPC dos sistemas siRNA (amarelo), siRNA/PEI (roxo),
siRNA/PEG (vermelho), siRNA/PEI/PEG (verde). Importante lembrar que a
nanoparticula siRNA/PEI deste grafico se refere a NP inicial contendo 19 moléculas
de PEI ao invés de 50. Todas as curvas possuem o mesmo formato, o que indica que
0 siRNA possui 0 mesmo comportamento durante a transposi¢do: A energia livre se
mantém constante durante a fase vacuo; a energia decresce logo apos o contato entre
siRNA e monocamada (§ = -14 nm); Apds um minimo de energia local, o siRNA
supera uma pequena barreira energética (§ = -9 nm) ao se liberar das cabecas
polares. Enquanto o siRNA se desprende da monocamada, a energia diminui até
permanecer constante apos uma certa distancia (£ = -7 nm). E possivel notar uma
pequena diferenca nas curvas amarela e roxa (siRNA e siRNA/PEI) que parecem
ser devido a pouca cobertura, o que abre espago para uma maior liberdade de
conformagdes no momento da acomodacao do siRNA no filme. Nesses dois casos,
foi possivel notar que o siRNA entrou em contato com a monocamada em uma

posicao perpendicular (ndo exibido). A Figura 33 mostra uma comparag¢do das
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curvas de PMF para o sistema siRNA/PEI/PEG na monocamada de DPPC (verde
escuro) e DPPC/DPPG (verde claro). Como esperado, € possivel ver que ndo houve
uma mudanga significativa, exceto em um aumento de energia no minimo local (§
= -10 nm) que culmina em uma menor barreira energética. A tabela 1 mostra os

valores de AG para os sistemas cujos valores de AG puderam ser calculados.
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Figura 32. Perfis de potencial de forca média (PMF) da transposi¢cdo das NPs siRNA (curva
amarela), siRNA/PEI (curva roxa), siRNA/PEG (curva vermelha) e siRNA/PEI/PEG (curva verde)
em um filme de DPPC. A coordenada de reagdo representa a distancia entre o siRNA ¢ o centro de
massa da caixa de agua. Os valores negativos representam uma diregdo arbitraria que permite uma

leitura das curvas da direita para a esquerda, na dire¢do do processo vacuo — agua. Simulagdes
realizadas a 310 K ¢ 20 mN m™!
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Figura 33. Comparagéo das curvas de PMF da transposi¢do da NP siRNA/PEI/PEG nas
monocamadas de DPPC (verde escuro) e DPPC/DPPG (verde claro). Simulagdes realizadas a 310
K e20 mN m!
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AG (kcal mol™)
DPPC DPPC/DPPG

SiRNA  -169,7+0,2 -
SiRNA/PEI (19) -169,2+0,3 -
SiRNA/PEI (50) - -
SiRNA/PEG  -211,1+0,7 -

SIRNA/PEI/PEG  -224,0+0,3 -227,5+0,5
PEI/PEG - -

Tabela 1. Valor de AG calculado pela subtracao dos valores das médias das energias na fase
aquosa e vacuo. A barra de erro foi calculada considerando o desvio padrao de todos os valores das
energias na fase aquosa e vacuo. Simulagdes realizadas a 310 K e 20 mN m™!

E possivel observar, tanto pelo grafico da Figura 32 quanto pela Tabela 1, que
a presenca do PEI ndo parece alterar o valor de AG em relacio as NPs
correspondentes. As curvas contendo PEI parecem aumentar ligeiramente o
maximo da barreira energética em & = -9 nm, o que indica uma maior resisténcia do
siRNA em se libertar das cabegas polares. Ja a presenca do PEG parece diminuir o
valor de AG da transposicao (Figura 32, Tabela 1). Vale lembrar que o valor aqui
calculado se refere ao AG global da reagdo global, isto ¢, a diferencga entre as
energias livres na fase aquosa e na fase vacuo. Valores menores (mais negativos) de
AG indicam uma maior espontaneidade do processo. Os valores indicam que a
transposi¢cao de NPs contendo PEG ¢ mais espontanea do que a do siRNA sozinho,
apesar de esta Ultima superar uma barreira energética menor na regiao das cabecas

polares (§ = -9 nm).

5.8. Implicagcoes e Perspectivas

A formacao de coroa indica que as nanoparticulas de siRNA encapsuladas
com PEG podem causar um desconforto respiratdrio devido a remocdo de
fosfolipideos do surfactante pulmonar. Entretanto, o PEG ainda ¢ um bom carreador
e melhorador da transposi¢do por sua capacidade de diminuir a energia libre de
Gibbs do processo. Este resultado leva a crer que a nanoparticula siRNA/PEI/PEG

¢ a melhor opg¢ao para carrear o siRNA através do SP e melhorar sua transfecgao.

Utilizando ensaios de fluorescéncia, Merkel et al. observou que poliplexos
contendo PEI eram mais estdveis apos interagirem com o SP, o que indica que a

presenca do PEI impede a liberacao do siRNA antes que o poliplexo atinja o alvo



75

(MERKEL et al., 2009). E possivel observar (Figuras 22B, 22D, 24D, 25, 26B,
28B) que algumas moléculas de PEI ainda interagem com o siRNA ao final das
simulagdes devido as interacdes eletrostaticas, enquanto a maior parte das
moléculas de PEG ficam dispersas na fase aquosa ou interagem com o agregado
formado. Nosso grupo ja havia observado resultados semelhantes onde o PEG se
dispersava na fase aquosa e também reduzia o AG de transposi¢do em modelos de
surfactante pulmonar (SOUZA; SOUZA; PIMENTEL, 2019). Desta vez,
entretanto, ndo foi observada a formagao de coroa fosfolipidica, provavelmente
devido ao tamanho menor das nanoparticulas. Esta observagao esta de acordo com
as propriedades do PEG de melhorar a solubilidade de nanoparticulas em agua

(BHADRA et al., 2002; QIU et al., 2021).

As cargas positivas do PEI sdo cruciais para a transfeccdo do siRNA devido
ao efeito de esponja de prétons, que causa inchaco osmoético e quebra dos
lisossomos (AIGNER, 2007; BEHR, 1997). De Backer et al. mostrou que o
surfactante pulmonar reduz a capacidade de transfec¢do de nanogéis de dextrano
carregados com siRNA, mas ainda mantendo o potencial silenciador, que ¢
provavelmente devido a uma melhor acdo do siRNA nos pulmdes em relagdo ao
sistema circulatério (DE BACKER et al., 2013; MERKEL et al., 2009; MERKEL;
KISSEL, 2012). Em outro artigo, De Backer et al. descreve a acdo de uma NP
coberta com SP e como esta cobertura pode prevenir a toxicidade pulmonar (DE
BACKER et al., 2015b). Beck-Broischsitter et al. descrevem como nanoparticulas
poliméricas podem ser toxicas para o pulmao devido a remocao de fosfolipideos e
proteinas do surfactante e mostram como esta toxicidade ¢ reduzida quando os
polimeros sdo ligados a um grupo fosforilcolina (BECK-BROICHSITTER; BOHR,
2019; BECK-BROICHSITTER; BOHR; RUGE, 2017).

No presente trabalho, as simulagdes elucidam o mecanismo de toxicidade
pulmonar de nanoparticulas, que pode ser explicado pela remogao de fosfolipideos
e formacdo de coroa. Futuramente, pretende-se realizar os célculos de AG e as
andlises para os filmes de DPPC/DPPG que ficaram em falta, além de simular outras

nanoparticulas com diferentes composicoes.
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6. Conclusao

A interacdo de nanoparticulas de siRNA e polimeros (PEG e PEI) com dois
modelos de surfactante pulmonar (DPPC e DPPC/DPPG) foi investigada utilizando
dindmica molecular com um campo de forca coarse-grained (MIGUEL PEREIRA
SOUZA et al., 2022). Simulagdes de arraste da NP no filme de DPPC mostrou que
a presenca do PEG promove a formac¢ao de coroas lipidicas, apesar de diminuir o
AG da transposicao. A presenga do PEI nao afeta o AG, mas também nao induz a
formagdo de coroas, além de ser essencial para a transfeccdo do siRNA. As
simulagdes mostraram que as moléculas de PEI interagem fortemente com o siRNA
mesmo depois 200 ns na fase aquosa, e que os agregados lipidicos causados pelo
PEG sdo estaveis em fase aquosa mesmo apds 200 ns. Os pardmetros de ordem
mostraram que o PEG causa um maior impacto na ordem da monocamada devido
a remogao de fosfolipideos. Os mesmos resultados foram observados para a
monocamada de DPPC/DPPG com poucas variagcdes. A comparagdo entre os
valores AG de transposicdo da NP siRNA/PEI/PEG para as duas monocamadas
mostra que as cargas negativas no modelo de SP diminuem a barreira energética
associada a libertagdo da NP das cabecgas polares. Unindo nossos resultados com
dados da literatura, as simulacdes podem elucidar o mecanismo de toxicidade
pulmonar de nanoparticulas poliméricas que ocorre devido a formagao de coroas.
Outras simulagdes com NPs cobertas por fosfolipideos e com diferentes polimeros

podem ser Uteis para corroborar mais dados da literatura.
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ANEXO A — Estrutura do fator de necrose tumoral (TNF)

Imagem obtida de RCSB PDB (RCSB.org) do PDB ID 1TNF (M. K. Eck, S. R.
Sprang, The structure of tumor necrosis factor-alpha at 2.6 A resolution.
Implications for receptor binding (1989) J. Biol. Chem 264: 17595-17605.


RCSB.org
https://www.rcsb.org/structure/1TNF
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ANEXO B — Artigo publicado

Chemical Physics 563 (2022) 111704

Contents lists available at ScienceDirect = CHESAE

Chemical Physics

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chemphys

Transposition of polymer-encapsulated small interfering RNA through lung %%
surfactant models at the air-water interface

Lucas Miguel Pereira Souza, Mariana Camacho Lima, Luiz Filipe Silva Bezerra, André Silva

Pimentel

Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ 22453-900, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Coarse-grained molecular dynamics were used to investigate different polymers to encapsulate the siRNA for its
Small-interfering ribonucleic acid transposition through two lung surfactant models. These models consisted of a monolayer containing either 1,2-

RNA interference
Anti-TNF-a
Inflammation
Langmuir monolayer

dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) or a 70:30 mixture of DPPC and 1,2-palmitoyl-sn-glycero-3-
phospho-(1'-sn-glycerol) (DPPG). The nanocarriers chosen to encapsulate the anti-TNF siRNA were polyethylene
glycol (PEG) and polyethyleneimine (PEI). The simulations showed that the nanoparticles containing PEG pro-
moted the lipid depletion of the lung surfactant model by forming a lipid corona. The nanoparticle containing
only PEL or both PEG and PEI showed some perturbation of the lung surfactant model, however no collapse
during the nanoparticle transposition was observed. The umbrella sampling method was used to calculate the
Gibbs free energy of transposition through the pure DPPC lung surfactant model. The nanoparticles containing
PEG showed a decreased Gibbs free energy, while PEI alone has not affected it. The implication of this finding is
that siRNA encapsulated with both PEI and PEG enhances the transposition of anti-TNF siRNA through lung
surfactant models at the air-water interface.
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ANEXO C — Trabalho premiado apresentado em seminario internacional
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ANEXO D — Experimentos realizados em colaboragdo

Durante o periodo de vigéncia da bolsa oferecida pela CAPES, outros
trabalhos experimentais de colaboragdo com relevancia para o tema da saude
pulmonar foram realizados, mas ainda n3o foram publicados pois estdo em

andamento.

Um trabalho experimental de colaboragdo foi desenvolvido junto ao
laboratorio do prof. Dr. Ruud Veldhuizen (Department of Physiology &
Pharmacology, Lawson Health Research Institute, Western University, Ontario,
Canada) durante o periodo de doutorado sanduiche financiado pelo CAPES-PrInt.
Durante o periodo no exterior, o efeito da fumaga de cigarros eletronicos em células
epiteliais pulmonares foi analisado através de ensaios de toxicidade (Figura 34) e
permeabilidade. O grafico abaixo mostra um ensaio de citotoxicidade que faz a
medi¢do indireta da quantidade de LDH (sigla do inglés para Lactato
desidrogenase) que ¢ liberado no meio de cultura apés a morte celular. E possivel
ver que uma maior concentracdo de fumaca de cigarros eletrdnicos no meio de

cultura resulta em uma maior morte celular apos 24 e 48h.

Ensaio LDH
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Figura 34. Ensaios de citotoxicidade de cigarros eletronicos em células do tecido epitelial
pulmonar.

Utilizando microscopia de for¢a atomica, as forcas de interacdo entre o
surfactante pulmonar e nanoparticulas de siRNA (diferente do siRNA utilizado
neste projeto) tém sido experimentalmente avaliadas em colaboracdo com grupo
parceiro da UFRJ e LNNano. A Figura 35 ilustra o principio do experimento € como
se calculam as forcas de adesdo da lignina em uma superficie de

celulose.(NASCIMENTO et al., 2022) E possivel realizar novas simulagdes que
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tenham comparacdo direta com o experimento, com atencao as limitagdes, como
por exemplo, o tamanho da nanoparticula na simula¢ao, que nao pode ser o mesmo

do experimento devido ao alto custo computacional.
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Figura 35. Ilustragdo da microscopia de forga atomica utilizada para o calculo das forcas de adesdo
entre nanoparticulas de siRNA e uma superficie recoberta por surfactante pulmonar. Imagem
traduzida e adaptada de Nascimento (2022).



