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RESUMO

DE SOUZA, R.M. Simulacédo computacional de monocamadas fosfolipidicas de 1,2-
dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina (DOPC) e 1,1°,2,2-tetraoleoil-cardiolipina
(CLP): efeito de hidroperoxidacdo e adsorcdo do fotossensibilizador Azul de
Metileno. 2016. 96 f. Dissertacdo (Mestrado) — Departamento de Quimica - Faculdade
de Filosofia, Ciéncia e Letras de Ribeirdo Preto, 2016.

Este trabalho se propbs a estudar via simulagdo computacional por dinamica
molecular o comportamento estrutural e energético de monocamadas fosfolipidicas — um
modelo mimético de membrana biolégica — de 1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina
(DOPC) e 1,1°,2,2’—tetraoleoil-cardiolipina (CLP) sobre efeito de oxidagédo branda e na
presenca de um fotossensibilizador da classe das fenotiazinas, o azul de metileno (AM).
Sobre efeito deste fotossensibilizador, caudas insaturadas de fosfolipidios séo
primeiramente hidroperoxidadas. Assim, tanto o ambiente do fotossensibilizador como a
natureza da cauda lipidica alteram-se, dando oportunidade de serem também estudados.

De forma concreta, simularam-se monocamadas puras de DOPC e CLP, bem
como monocamadas destes lipidios apds serem hidroperoxidados, com uma e duas
hidroperoxidac@es. Tais lipidios foram nomeados DOPC-OOH, DOPC-200H, CLP-
OOH e CLP-200H, conforme o grau de hidroperoxidacdo. Estes novos sistemas
permitiram avaliar como as propriedades fisico-quimicas das monocamadas (p.e.,
empacotamento lipidico, potencial eletrostatico) foram afetadas pelo tipo de grupo cabeca
aliado ao grau de hidroperoxidacédo da cauda.

Adicionalmente, simulou-se também a molécula de AM frente as monocamadas
de DOPC, DOPC-OOH, CLP e CLP-OOH, com o intuito de avaliar como sua localiza¢do
interfacial, mobilidade e dependéncia da interacdo eletrostatica AM-agua-grupos polares
dos lipidios afetam estas propriedades. Como esta interacdo eletrostatica é dependente
dos momentos de 2"-polos das espécies envolvidas, incluiu-se esta informacdo de forma
empirica simulando o AM em dois modelos de distribuicdo de cargas atdbmicas diferentes,
MP2/TZVPP e B3LYP/TZVPP, gerando um limite inferior e superior para 0 seu
momento dipolar.

Variacgdes de energia livre para o processo de transferéncia do AM do meio aquoso
para regides especificas das monocamadas de DOPC e DOPC-OOH complementaram o
trabalho, proporcionando uma visdo clara de como as contribui¢des eletrostaticas e ndo-
eletrostaticas afetam o processo de adsorcdo do corante em interface zwitteridnica na
presenca e auséncia do grupo hidroperéxido.

PALAVRAS-CHAVE: Dinamica Molecular, Monocamadas Fosfolipidicas, DOPC,
CLP, Hidroperoxidacao, Azul de Metileno, Energia Livre.



ABSTRACT

DE SOUZA, R.M. Computer simulation of phospholipid monolayer of 1,2-dioleoyl-
sn-glycerol-3-phosphatidylcholine (DOPC) and 1,1°,2,2°-tetraoleoyl-cardiolipin
(CLP): hydroperoxidation effect and methylene blue photosensitizer adsorption.
2016. 96 f. Dissertacao (Mestrado) — Departamento de Quimica - Faculdade de Filosofia,
Ciéncia e Letras de Ribeirdo Preto, 2016.

This work presents a molecular dynamics computer simulation study of the
structural and energy behavior of phospholipid monolayers — a mimetic model of
biological membranes — of 1,2-dioleoyl-sn-glycerol-3-phosphatidylcholine (DOPC) and
1,1°,2,2°—tetraoleoyl-cardiolipin (CLP) on mild oxidizing effect in the presence of a
photosensitizer of phenothiazinium class, the methylene blue (AM), which has as a first
target the carbon chain insaturation, triggering hydroperoxidation. Thus, both the
photosensitizer environment as the nature of the lipid tails suffers some changes, giving
the opportunity to be studied.

Concretely, pure monolayers of DOPC and CLP were simulated, as well as
monolayers of these lipids with one and two hydroperoxide groups. Such lipids were
named DOPC-OOH, DOPC-200H, CLP-OOH and CLP-200H according to the degree
of hydroperoxidation. These new systems allowed to evaluate how the physical-chemistry
properties of the monolayers (e.g, lipid packing, electrostatic potential) were affected by
the head group type allied to the hydroperoxidation degree.

Additionally, it was also simulated the AM in DOPC, DOPC-OOH, CLP and
CLP-OOH monolayers, in order to assess the interfacial behavior, mobility and the
methylene blue electrostatic interaction dependence with water and lipid polar groups. As
this electrostatic interaction is dependent on the 2"-pole moments of the involved species,
this information was included empirically simulating AM in two partial atomic charges
distribution model, MP2/TZVPP and B3LYP/TZVPP, generating a lower and upper
limits for the dipole moment.

Free energy changes for transferring the AM from aqueous medium to the specific
regions of the DOPC and DOPC-OOH monolayers complemented the work, providing a
view of how the electrostatic and non-electrostatic contributions affect the dye adsorption
process in the zwitterionic interface in the presence and absence of the hydroperoxide

group.

KEYWORDS: Molecular Dynamics, Phospholipid Monolayers, DOPC, CLP,
Hydroperoxidation, Methylene Blue, Free Energy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Biomembranas Lipidicas e Sistemas Modelos Miméticos

Membranas bioldgicas sdo estruturas de matéria condensada que atuam como
barreiras que cercam e separam o meio intracelular do extracelular de células e organelas.
E seletiva quanto a passagem de solutos, pois regulam o fluxo e quais moléculas e ions
podem atravessa-las, mantendo, portanto, gradientes de concentracdes, muitas vezes
necessarios a funcionalidade de algum fendmeno bioguimico, devido a regulacdo do

potencial elétrico.

O primeiro modelo proposto na descricdo estrutural de biomembranas foi em
1925, por Gorter e Grendal'. Com base em seus experimentos, propuseram que a
biomembrana é uma estrutura bastante fina composta por duas camadas de moléculas
lipidicas, a chamada bicamada lipidica. Esse modelo simples foi sendo modificado no
decorrer dos anos, com o aparecimento de novas informagdes relevantes que precisavam
ser inclusas dentro de um modelo de descrigdo proposto. Em 1935, Danielli e Davson?
sugeriram o primeiro modelo que incorporava a presenca de proteinas nas membranas.
Porém, a visdo atual de membranas so6 foi proposta em 1972 por Singer e Nicolson® que
formularam o “Modelo do Mosaico Fluido”, que descreve a biomembrana como um
fluido fosfolipidico viscoso orientado bidimensionalmente, composta por muitas classes
de lipidios e proteinas embebidas, distribuidas aleatoriamente de forma similar a um
mosaico (dai o termo), onde as moléculas estdo livres para se movimentarem no plano da

bicamada.

Posteriormente, com base em resultados experimentais e teoricos, refinamentos
foram sendo propostos, como por exemplo a incorporacéo da funcgdo do citoesqueleto® e
do papel regulatério conjunto entre lipidios e proteinas®. Consequentemente a membrana
é cada vez mais vista como um sistema heterogéneo, cooperativo e altamente complexo,
com propriedades dindmicas e estruturais acessiveis em diversas escalas espaco-
temporal’. A figura 1 ilustra de forma simplificada a complexidade de uma membrana

bioldgica.



Figura 1. llustragdo esquematica de uma membrana bioldgica exibindo a dupla camada

fosfolipidica, citoesqueleto, glicoproteinas e glicolipidios. Retirado de [6].

A forma com que as membranas bioldgicas se organizam é, portanto, vital a
diversos processos bioldgicos, como processos de difusdo e transporte de solutos,
ativacdo de cascatas enzimaticas, regulacdo da atividade proteica e até como capacitores
elétricos. A funcionalidade desses e de outros eventos bioldgicos podem ser afetados por
fatores quimicos, fisicos e mecéanicos. Decorrente disto, esfor¢os vem sendo efetuados no
sentido de estabelecer de forma inequivoca a relacdo entre estrutura e organizacao das

membranas com seu papel no funcionamento dos processos bioldgicos. 4

Outro aspecto fundamental é a composicdo lipidica das biomembranas, que é
dependente do tipo celular e das diferentes organelas intracelulares’®. Essa ndo
uniformidade de composices se reflete em diferencas nas propriedades mecanico-fisicas
das membranas, podendo afetar os fendmenos bioldgicos na qual ela esta presente!®. Sdo
trés os principais tipos de lipidios estruturais de membranas: fosfolipidios, glicolipidios e
esteroides. Dentre eles, os fosfolipidios sdo os mais abundantes, correspondendo a cerca
de 70% da membrana celular de mamiferos®®. Os fosfolipidios s&o anfifilicos
compreendendo um grupo glicerol no qual se ligam duas caudas hidrocarbonicas
derivadas de acidos graxos e o grupo fosfato, pertencente a cabeca hidrofilica do lipidio
— esquematicamente ilustrado na figura 2. Nessa regido hidrofilica, conecta-se algum
grupo quimico, como as serinas, etanolaminas, cardiolipinas e colinas, esta Ultima sendo
responsavel por 45-55% desse tipo fosfolipidico’®. As caudas hidrocarbonicas podem
variar em comprimento e na quantidade de insaturac@es, sendo as principais responsaveis

pelo grau de fluidez das membranas.
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Figura 2. Representacdo esquematica da constituicdo de um fosfolipidio (esquerda) e

estrutura quimica de um fosfolipidio do tipo fosfatidilcolina (direita).

Devido a complexidade das biomembranas e da dificuldade associada para estuda-
la, é frequentemente necessario fazer uso de sistemas modelos simplificados que
mimetizem a membrana bioldgica, seja do ponto de vista experimental ou computacional.
Geralmente, reduz-se o problema a uma ou duas espécies lipidicas, mais 0s outros

constituintes necessarios, como proteinas, colesterol e compostos de interesse medicinal.

Uma vasta gama de abordagens e sistemas modelos tem sido usado desde o
comego da era de pesquisas em biomembranas abrangendo diferentes tamanhos,
geometrias e composicdes. Destacam-se as bicamadas suportadast’'8, vesiculas
lipossdmicas uni ou multilamelares!®?, monocamadas de Langmuir?'?? e as modelagens
computacionais®?® — como esquematizado na figura 3. Aplica-se entdo um ou mais
destes modelos simplificados na obtencdo de informacdes relevantes que possam ajudar
a elucidar as func@es bioldgicas, entender causas de doencas e até no desenvolvimento de

drogas terapéuticas.

Uma bicamada suportada é uma estrutura planar ancorada em um substrato sélido.
Esse substrato sélido possibilita uma maior estabilidade a chogues mecanicos e permite
de forma mais eficiente técnicas de caracterizacbes que necessitam uma interacdo fisica
direta com a amostra, como as microscopias. Por outro lado, ocorre perca de mobilidade
lipidica, e ha ainda possibilidades de interacdo do substrato com a membrana e suas

proteinas, especialmente as transmembranas, desnaturando-as.
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Figura 3. Sistemas modelos de membranas: a) representacao visual de uma membrana
lipidica via simulacdo computacional, b) monocamada de Langmuir; c) bicamada
fosfolipidica de vesiculas — MLV, SUV, GUV; d) bicamada fosfolipidica em substrato
solido. Adaptado de [6 e 24].

Vesiculas lipossdmicas sdo bicamadas em formato curvo ou esférico que separam
0 meio interno do externo e podem apresentar diferentes tamanhos e organizacoes. Apos
preparadas® formam-se as vesiculas multi-lamelares (do inglés, multilamellar vesicles,
ou MLVSs), ou seja, com varias camadas lipidicas sobrepostas. Podem ser quebradas em
vesiculas menores e unilamelares sendo classificadas de acordo com seu diametro. As
principais sdo as vesiculas unilamelares pequenas e gigantes (do inglés, small/giant
unilamellar vesicles, ou SUVs/GUVs) com tamanho entre 25-100 nm e maiores que 500
nm, respectivamente. Essas vesiculas lipossdmicas sdo adequadas para estudos em bulk,
como por exemplo, difragdo de raios-X e calorimetria diferencial de varredura para
determinacéo de transi¢coes de fase, e via técnicas de fluorescéncias possibilitando estudos

dos rafts lipidicos e caracteriza¢Oes de proteinas. Comparadas as bicamadas suportadas,



essas vesiculas apresentam um ambiente mais “natural” devido a auséncia de interagdes

induzidas pelo suporte sélido

As monocamadas fosfolipidicas de Langmuir serdo apresentadas detalhadamente
na sessdo 1.1.1, pois tratam-se do sistema modelo utilizado nas simulagdes
computacionais desse trabalho. Em seguida, na sessdo 1.2, sera discutido as simulagdes

biomoleculares, apresentando as formas pelas quais as monocamadas sdo simuladas.

1.1.1 Monocamadas Fosfolipidicas de Langmuir

Em uma interface ar-agua ou liquido-liquido moléculas anfifilicas se orientam de
tal forma que minimizem sua energia livre?®? resultando em um filme interfacial de
espessura molecular — denominado de ‘“camada monomolecular” ou apenas
“monocamada”. Em homenagem a Irving Langmuir, cientista com trabalhos pioneiros
nesta area?®3!, popularizou-se o termo “monocamada de Langmuir” para designa-las.
Como os fosfolipidios constituintes das biomembranas sdo anfifilicos (figura 2), as

monocamadas dessas moléculas também sdo chamadas de monocamadas fosfolipidicas.

Monocamadas de fosfolipidios?!?2%234 na interface ar-agua sdo sistemas modelos
quase-bidimensionais simplificados de membranas bioldgicas (figura 3b). O interesse
nelas advém de limitagdes nas manipulacdes das bicamadas monolamelares e
multilamelares® a saber: i-) dificuldade em mudar a composicdo lipidica mantendo fixa
a curvatura do sistema; ii-) impossibilidade de regular, de forma independente, a
composicdo lipidica e 0 empacotamento do sistema; iii-) impossibilidade de determinar a
area total interfacial em funcdo da composicdo lipidica sem conhecimento da
curvatura/geometria da bicamada. Estas vantagens surgem da facilidade de se manipular
experimentalmente algumas variaveis que ndo sdo prontamente controladas em bulk

como a pressao lateral (pressdo de superficie) e a area superficial.

A monocamada fosfolipidica é geralmente preparada por meio da dissolucao do
lipidio de interesse em solvente apolar e volatil, seguido do seu espalhamento sobre a

superficie aquosa e posterior evaporacio do solvente que ocorre em poucos minutos. E



utilizado as cubas de Langmuir para esse procedimento, que apresentam barreiras moveis
responsaveis por comprimir ou expandir as monocamadas, possibilitando

consequentemente o controle da &rea superficial ou da pressao de superficie (figura 4a).

A pressdo de superficie (m) ¢ a principal forma de caracterizagdo das
monocamadas de Langmuir e é definida como a diferenca de tensdo superficial da subfase
aquosa na auséncia do material (yo) ¢ da subfase na presenca da monocamada (y),

conforme equacéo 1:

T=7Y,— V¥ (1)

O valor da pressdo de superficie é determinado via métodos?®2’ que megam as
tensdes superficiais das monocamadas. Ao comprimir uma monocamada, a area
disponivel por fosfolipidio é diminuida, correspondendo a um decréscimo na tensdo
superficial e consequentemente a um aumento da pressao de superficie. O oposto também
é verdadeiro. Assim, € possivel obter as isotermas (figura 4b) de presséo superficial por
area (isotermas n-A) — que sdo a forma analoga bidimensional da isoterma de presséo-
volume 3D — durante compressdo ou expansdo das monocamadas pelas barreiras

moveis.

A pressdo de superficie também pode ser entendida via defini¢do
termodinamica®+