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Resumo
O trabalho desenvolvido nesta tese teve como objetivo de avaliar as
alteragdes produzidas pelas moléculas anestésicas (xenon molecular) nas
membranas que possam influenciar o processo de neurotransmissdo. Com esse
intuito, avaliamos varias propriedades estruturais e dinamicas de modelos de
membranas celulares (bicamadas lipidicas) na presenca e na auséncia de
moléculas anestésicas, recorrendo a simulagcdo computacional (dindmica

molecular).

Foram contruidos varios modelos de membrana, com um, dois ou trés
lipidos, com a seguinte composigao relativa. DLPC, DPPC, DPPC/DLPC (1:1),
DOPC, SM, DOPC/SM/CHOL (2:2:1), POPC, POPC/SM/CHOL (2:2:1), DOPE,
DPPC e DOPE/DPPC/CHOL. Estas membranas foram simuladas na auséncia
de anestésico (para efeitos de validagdo e comparagéo) e na presenga de
concentragbes baixas de xenon molecular (4 e 8 Xe por membrana). Estes
sistemas foram ent&do simulados utilizando o método de dindmica molecular e os

resultados analisados em busca de diferengas.

Os resultados mostraram que a molécula xénon interage com todas
bicamadas e que, estas, sofrem alteragdes mensuraveis das suas propriedades

em consequéncia dessa interagao.

Palavra-chave: Anestésico, Xénon, Membrana Celulares, Simulacdes
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Abstract

Influence of Anesthetic on Cell Membrane Structure and Dynamics -
Modeling and Simulation

The work developed in this thesis had as objective to evaluate the changes
produced by the anesthetic molecules (molecular xenon) in the membranes that
can influence the process of neurotransmission. With this in mind, we evaluated
several structural and dynamic properties of cell membrane models (lipid
bilayers) in the presence and absence of anesthetic molecules, using

computational simulation (molecular dynamics).

Several membrane models were constructed with one, two or three lipid
types, with the following relative composition. DLPC, DPPC, DPPC/DLPC (1:1),
DOPC, SM, DOPC/SM/CHOL (2:2:1), POPC, POPC/SM/CHOL (2:2:1), DOPE,
DPPC and DOPE/DPPC/CHOL. These membranes were simulated in the
absence of anesthetic (for validation and comparison purposes) and in the
presence of low concentrations of molecular xenon (4 and 8 Xe per membrane).
These systems were then simulated using the molecular dynamics method and

the results analyzed for differences.

The results showed that the xenon molecule interacts with all bilayers and
that they undergo measurable changes in their properties as a result of this

interaction.

Keyword: Anesthetic, Xenon, Cell Membrane, Simulation
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1. Introdugao

1.1. Anestésicos

Em geral os anestésicos ja sdo conhecidos em medicina ha mais de 150
anos, mas ainda n&o sao totalmente conhecidos os seus mecanismos de agao
nas membranas celulares e também ainda n&o se conhece o local principal de
acao dos anestésicos (Figueira Paiva, 2010; Urban, 2006). Segundo a maioria
dos autores o local de agdo encontrar-se-a nos lipidos da bicamada ou em
algumas proteinas de membrana (Figueira Paiva, 2010). Os anestésicos tendem
a imobilizar ou impedir os impulsos elétricos ao nivel do sistema nervoso central,
podendo causar temporariamente amnésia. Numa primeira abordagem, pensa-
se que a bicamada lipidica das membranas celulares constitui o primeiro alvo
para anestésicos, sendo a sua hidrofobicidade um parametro importante na sua
acgao (Hironori Tsuchiya, 2008; Ronald, 2011). Alguns dos anestésicos testados
ao longo das ultimas décadas sado compostos organicos e, com base em
resultados experimentais, Meyer e Overton estabeleceram uma relagéo linear
entre a poténcia anestésica de uma série de anestésicos gerais (sobretudo
anestésicos por inalagdo) e a solubilidade em liquidos apolares ou gorduras
(Satyvani Vemparala, 2006). Os anestésicos podem ser classificados de
diversas formas, existindo duas categorias principais: anestésicos gerais e
anestésicos locais. Os anestésicos gerais constituem o maior grupo de
anestésicos de uso comum em medicina, sendo indicados para as cirurgias mais
complexas (Laurence L. Brunton, 2006). A anestesia geral esta relacionada com
uma alteragcédo na transmiss&o dos impulsos nos neurdnios do sistema nervoso
central (SNC). O mecanismo para esta mudanca ndo & completamente

conhecido e pode resultar do bloqueio dos canais de ibes da membrana nervosa



(muitos anestésicos reduzem o fluxo transmembranar) e também pode estar
relacionado com uma modificagdo nao especifica dos lipidos da membrana, pois
a poténcia dos anestésicos gerais gasosos esta estreitamente ligada a sua
solubilidade nos lipidos das membranas, como estabelece a hipotese de Meyer

e Overtone (Simdes, 1989).

Os anestésicos sao usados clinicamente em procedimentos cirurgicos
para tornar o paciente inconsciente e insensivel a estimulagdo dolorosa. Os
neuronios sao muito sensiveis a concentracdes relativamente baixas de
anestésicos, observando-se a interrupcdo da transmissdo de estimulos do
nociceptivos, efeito que se deve principalmente a inibicdo da transmisséao

sinaptica, e pode ser devida a uma redugao da libertagdo de neurotransmissores

(Dales, 2012).

1.2. Xénon

Xénon é uma substancia quimica gasosa incolor e estavel com baixa
solubilidade em agua e com propriedades anestésicas, tendo sido usado
clinicamente desde ha mais de 150 anos (Lorna M. Stimson, 2005). O xénon
pode ser encontrado na natureza sob a forma de alguns isétopos que sdo Xe'?°
(26,44%), Xe™' (21,18%), Xe'*? (26,89%) e Xe'* (10,44%). Identificado pela
primeira vez em 1898 pelos quimicos britanicos Sir William Ramsay e Morris
Travers, o xénon foi pela primeira vez usado como anestésico geral em seres
humanos em 1951 por Cullen e Gross, tendo também outras aplicagcbes, razao
pela qual sdo produzidos mais de 6,5 milhdes de litros anualmente (Lynch C.,

2000; Fernandes Mendes F., 2003). O isétopo 129 possui um tempo de meia-

vida de cerca de 17 milhdes de anos, tendo sido utilizado para determinar a idade
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de meteoros e meteoritos (Fernandes Mendes F., 2003). Outros is6topos séo
usados em outras aplicagdes no ambito da medicina, como na determinacéo do
fluxo sanguineo ou na obteng¢ao de imagens para avaliagdo da fungao pulmonar

(Fernandes Mendes F., 2003; Ecem Esencan, 2013).

Em 2007 foi aprovado o uso do xénon como anestésico pela European
Medicines Agency (EMEA) em doentes com classificagbes de estado funcional |
e Il da American Association of Anesthesiology (ASA). Em 2008 no Hospital da
Universidade de Coimbra — Portugal, foi pela primeira vez utilizado na Europa,
numa formulagdo com a designagdo de LENOXe™ (Nuno Santos Carvalho,
2008) (Ricardo Morais, 2014). Devido ao facto de ser inerte, o xénon é
considerado o anestésico ideal; tem acdo sobre os neuro-recetores centrais e
nao é metabolizado pelo organismo, sendo eliminado sob forma inalterada por
via pulmonar. Por outro lado, ndo tem acido poluente quando libertado na
atmosfera. Nas ultimas décadas recrudesceu o interesse pelo uso do xénon
como anestésico, bem como a investigagdo sobre o0 seu modo de agédo, os
mecanismos pelos quais produz anestesia e as suas propriedades como
anestésico geral, nomeadamente a sua interagado com os recetores proteicos das

membranas celulares (Nuno Santos Carvalho, 2008; Ricardo Morais, 2014)

1.3. Membranas Celulares

A membrana celular € uma estrutura supramolecular organizada que
separa dois meios e é permeavel a alguns componentes dos mesmos mediante
a aplicagdo de uma forga motriz adequada (Teles Martins, 2013; Martins do
Canto, 2007). As membranas bioldgicas consistem essencialmente em duplas

camadas lipidicas e constituem a fronteira entre as células e o seu exterior,
3



sendo, pois, uma barreira a passagem de moléculas polares e ides. A
organizagdo das membranas desenvolve-se numa arquitetura central em dupla
camada de lipidos, sendo o “mosaico fluido” um modelo usado para descrever a
estrutura basica de uma membrana celular. Os lipidos membranares sao
moléculas anfifilicas, com uma extremidade hidrofobica e outra hidrofilica. As
interacdes hidrofobicas entre elas e as interagdes hidrofilicas com agua originam
a estrutura de bicamada lipidica. As membranas bioldgicas tém cerca de 5 a 10
nm de espessura, trata-se de uma estrutura trilaminar constituida de duas
camadas polares (zwitteridbnicas em alguns casos) e uma camada apolar central.

(Martins do Canto, 2007)

A membrana é atualmente definida como estrutura fina e tipicamente
plana que separa dois ambientes, sendo considerada como um sistema
semipermeavel, permitindo desta forma a comunicagdo entre a célula e o
exterior. Em 1925 o primeiro modelo de membrana celular a surguir foi o de
Gorter e Grendel (E. Gorter, 1925). Ja por esta altura, a ideia de uma membrana
semi-permeavel e nao polar era considerada, sendo que estes autores
propuseram pela primeira vez o arranjo em bicamada, que ainda hoje é
considerada como a unidade estrutural basica de todas as membranas
bioldgicas. Gorter e Grendel previram que se uma membrana plasmatica fosse
realmente uma bicamada, entdo a sua superficie deveria ser metade da
superficie ocupada por todos os seus lipidos distribuidos numa monocamada
(Heimburg, 2007). As membranas sao semipermeaveis e controlam o transporte
de diversas substancias de e para as células por processos ativos ou passivos.
A membrana celular contém igualmente varias enzimas atuam na zona da

fronteira celular, e também fundamentais na manutencdo do potencial de



membrana em repouso. As membranas bioldgicas, como consequéncia da sua
complexidade, s&o estudadas frequentemente com base em modelos através
dos quais se pode estudas as suas propriedades, minimizando as variaveis, com

o intuito de facilitar o seu estudo. (Ben-Shaul, 1995. 361-362)

1.3.1 Perspetiva Histérica

O conceito de membrana celular remonta ao século XVII quando Robert
Hooke descobriu a célula, mas apenas no século XIX surgiram os primeiros
modelos representativos da sua estrutura e composicdo quimica. No inicio do
século XX, Charles Ernest Overton iniciou o seu estudo com células vegetais, e,
ao observar que as células absorviam substancias lipossoluveis com facilidade,
ele propds que a membrana plasmatica era constituida por lipidos, tendo
igualmente sugerido a hipotese a utilizada para prever a eficiéncia de
anestésicos (Katz, 1994; Cantor, 2001). Em 1925, Gorter e Grendel, estimulado
pelas descobertas de Franklin e Overton, realizaram uma série de estudos que
tiveram um grande impacto com a forma de conceber a estrutura da membrana.
Estes autores extrairam os lipidos de membranas de eritrécitos de uma
variedade de espécies e calcularam a area coberta por estes lipidos quando
espalhada sobre a agua para formar uma camada monomolecular. Verificaram
que a area da camada monomolecular era o dobro da area da membrana; isto
€, havia lipido suficiente para formar uma camada dupla de lipido ou
bimoleculares em torno das células (E. Gorter, 1925; Martins do Canto, 2007).
Em 1935, Davson e Danielli introduziram alteragdes ao modelo proposto por
Gorter e Grendel, incluindo proteina na estrutura da membrana. As

caracteristicas essenciais deste modelo sdo um nucleo lipidico biomolecular com
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cerca de 5 nm de espessura e corresponde ao modelo de Gorter-Grendel e as
camadas interiores e exteriores de proteina ligada aos grupos de cabecga polares
dos lipidos por interacgdes idnicas (Heimburg, 2007; Moreira, 2014). Em 1972,
Singer e Nicolson contribuiram de forma decisiva para o estudo das membranas
biolégicas. Segundo o seu modelo designado por “mosaico fluido”, as
membranas podem ser vistas como uma solugao bidimensional constituida por
uma bicamada fluida de fosfolipidos que inclui proteinas de membranas, com
liberdade de movimento (fluidez), posicionadas, quer a superficie, quer no
interior da membrana (Martins do Canto, 2007; Heimburg, 2007). A topologia de
membrana obtida pelo modelo de mosaico fluido apresenta varias imprecisoes
devido a sua simplicidade. O modelo foi refinado em 2003, numa tentativa de
unificar a visdo dada pelo modelo de mosaico fluido com as novas observacgdes
realizadas, tirando o enfoque na fluidez e evidenciando o papel do citoesqueleto
e da matriz extracelular na manutengcao da consisténcia e firmeza das células
dos animais. Apesar de todos os esforgcos, um modelo de membrana que
descreva ao pormenor as suas caracteristicas estruturais e funcionais, bem
como o seu papel face aos fenbmenos de regulacéo, nao foi ainda proposto,
constituindo um desafio para a Biologia celular e para Bioquimica de membranas

(Martins do Canto, 2007; Kechuan Tu, 1998).

1.3.2. A Estrutura das Membranas

As membranas celulares sdao formadas por estruturas lamelares
constituidas por uma ou mais bicamadas lipidicas, e diferentes compartimentos
onde se alojam e sdo construidas uma proteinas e lipidos. A estrutura das

membranas é, em grande medida, determinada pela natureza anfifilica dos
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lipidos. O termo “anfifilico” significa que o composto quimico em causa possui
propriedades hidréfilas e hidrofébicas em simultaneo em zonas diferentes da sua
molécula. As moléculas que formam as bicamadas, em contacto com meu
aquoso, orientam-se de forma que as caudas apolares dos lipidos fiquem
distantes da agua e, portanto, viradas sobre si proprias, mantendo as cabegas
hidrofilicas viradas para o interior e para o exterior da célula (meios

predominantemente aquosos) (Popescu, 2008; Heimburg, 2007).

As membranas celulares sao, pois, compostas, na sua maioria por lipidos
e proteinas, sendo que a quantidade de proteina numa membrana varia
tipicamente entre 25 e 75% em massa. Os componentes lipidicos formam a
maior parte da area superficial de uma membrana. A principal fungao dos lipidos
nas membranas é permitir a formacao de uma bicamada estavel e, a partir dela,
o desenvolvimento das propriedades funcionais carateristica de cada tipo de
membranas. Uma membrana celular tipica pode ter cerca de 100 lipidos, sendo
os fosfolipidos a familia de lipidos mais comum em membranas bioldgicas. Esta,
por sua vez, divide-se em glicerofosfolipidos e esfingofosfolipidos. Os
glicerofosfolipidos s&o derivados do sn-glicero-3-acido fosférico, com dois acidos
gordos esterificados na posi¢ao sn 1 e 2 do glicerol. Os esfingofosfolipidos séao,
em geral, derivados da ceramida, contendo a fosfocolina ou a fosfoetanolamina

como grupos polares (Yeagle, 2004; Gennis, 1988).

1.3.3. Importancias dos Lipidos

Ha milhares de lipidos que, em poténcia, podem formar biomembranas,
Porém, os lipidos mais comummente encontrados em membranas celulares
pertencem maioritariamente a uma de trés classes: fosfolipidos (PL), glicolipidos

(GL) e esfingolipidos (SL), apresentando cada classe uma combinagao tipica de
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cadeias de acidos gordos na zona hidrofébica da molécula. Nessa zona da
membrana, raramente em contacto direto com a agua, o numero de ligagao
duplas das cadeias carbonadas dos lipidos é fundamental da determinacao das
suas propriedades fisico-quimicas. Exemplos de lipidos que apresentam
insaturagdes na sua estrutura sdo DOPC (1,2-diolei-sn-glicero-3-fosfatidilcolina),
POPE (1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina), POPC (1-palmitoil-
2-oleil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina) e DOPE (1,2-dioleil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina). O principal papel da ligagao dupla é manter a fluidez da
membrana, estando também indiretamente envolvida na sinalizagéo celular a na
funcionalidade das proteinas de membrana. Por outro lado, lipidos de cadeias
saturadas sao, por exemplo, o DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina)

e o DLPC (1,2-dilauril-sn-glicero-3-fosfatidil colina) (Feller et al, 1997).

A ligacao dos acidos gordos a parte polares dos lipidos ocorre em geral
por esterificacdo de dois acidos gordos em duas posi¢cdes adjacentes de uma
unidade de glicerol em glicerolipidos ou pela ligagcdo amida de um acido gordo
com o alcool esfingosina em esfingolipidos. Em geral o ido fosfato ligado ao
glicerol ou a esfingosina e colina ou etanolamina ligada ao fosfato compdem a
cabeca polar dos fosfolipidos e esfingolipidos. Nos glicolipidos, um
monossacarideo ligado a esfingosina constituem a parte polar da molécula

(Heimburg, 2007).

A solubilidade de lipidos de membrana em agua € muito baixa, devido ao
efeito hidrofébico caracteristico das moléculas anfifilicas. As baixas
concentragdes, tendem a formar monocamadas quando depositadas a superficie
da agua. O comportamento deste tipo de moléculas em meio aquoso pode ser

racionalizado em funcdo de um pardmetro que relaciona as dimensdes da
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cabecga polar e a partes apolar dos lipidos, designado por parametro de critico

de empacotamento (PCE) (Santos, 2010; Vaz, 2008) e dado por:

%
PCE = —¢
gLl (1)

Onde v, é o volume das cadeias hidrofobicas, /, 0 comprimento das cadeias e «

€ a area ocupado pela cabeca polar do lipido.

Y

Figura 1: Relag&o entre o parametro critico de empacotamento de um lipido e
as estruturas que potencialmente formam em meio aquoso. (Santos, 2010;
Martins do Canto, 2007).
(http://ethesis.helsinki.fi/julkaisut/laa/biola/vk/ryhanen/biophysi.pdf)

Assim, sistemas com PCE <1/3 tenderdo a formar micelas normais com
curvaturas positivas, sistemas com PCE ~ 1 estruturas em bicamada e com
PCE> 1 formar-se-ao micelas invertidas (Martins do Canto, 2007; Ryhanen,

2006).

1.3.4. Colesterol
O colesterol (Chol) € um componente importante na estrutural da
membrana plasmatica celular dos mamiferos, estando envolvido na regulagao

da permeabilidade da membrana e na sua fluidez (Robalo et al, 2013; Martins do



Canto, 2007). Desempenha igualmente um papel importante, juntamente com os
lipidos e as proteinas de membrana na transdugéo de sinal celular, resposta
imune, a infecdo de células, e a polaridade da superficie celular (Harder, 1997;
Martins do Canto, 2007; Zoe Cournia, 2007). O colesterol é composto por um
sistema anelar planar tetraciclico com um grupo hidroxilo e uma curta cadeia
ramificada de oito atomos de carbono e € em grande parte uma molécula
hidrofébica. O efeito do colesterol nas propriedades funcionais, estruturais e
dindmicas da membrana tem recebido atencdo consideravel nas ultimas
décadas. Tem sido demonstrado que o colesterol influencia as propriedades
biofisicas das membranas, tais como a sua fluidez e pode também desempenhar
outras fungdes associadas a membranas, como a regulacdo da funcédo de
proteinas de membrana, o que influencia a sua permeabilidade (Zoe Cournia,

2007).

Figura 2: Estrutura de Colesterol. Adaptado (Yeagle, 2004; Martins do Canto,
2007) (Principles of Biochemestry,4/e, 2006 Pearson Prentice Hall,Inc)

A estrutura do colesterol baseia-se essencialmente  num
tetraciclopentafenantreno tetraciclico com uma cadeia lateral de iso-octilo no
carbono 17. Os quatro anéis (A, B, C, D) tém as jungdes de anel trans; a cadeia

lateral e os dois grupos metilo (em C -18 e C-19), bem como o grupo hidroxilo
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em C-3, encontram-se projetados para cima em relagdo ao plano dos anéis.
Existe uma ligagdo dupla entre os carbonos 5 e 6. Assim, a molécula tem um
nucleo planar rigido de quatro anéis com uma cauda de flexivel. O colesterol tem
uma grande influéncia nas propriedades fisico-quimica das membranas, devido

as suas particularidades enquanto lipido (Martins do Canto, 2007).

1.3.5. Composicao Lipidica

Os lipidios presentes nas membranas celulares pertencem
predominantemente ao grupo dos fosfolipidos. Estas moléculas sdo formadas
pela unido de trés grupos de moléculas menores: um alcool, geralmente o
glicerol, duas moléculas de acidos gordos e um grupo fosfato, que pode conter
ou ndo uma segunda molécula de alcool, em geral colina ou etanolamina. A
membrana bioldgica, constituida fundamentalmente por de proteinas e lipidos,
desempenha um papel importante na estruturacdo e no funcionamento das
células, a unidade estrutural da vida. As membranas celulares contém, em
média, 40% de lipidos e 60% de proteinas em peso seco, agua, colesterol e ides
metalicos. O colesterol ndo se encontra em todas as membranas e a propor¢ao
lipidos/proteinas varia de membrana para membrana. Na membrana celular
existem fosfolipidos de diferentes familias, sendo as mais importantes as
fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilcolinas (PC), fosfatidilserinas (PS),
fosfatidilinositdis (Pl) e acidos fosfatidicos (PA), enquanto outros sdo mais
especificos de alguns tipos celulares (Metzler, 2003; Martins do Canto, 2007;

Mahalka, 2013).
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Tabela 1: Composi¢gdo de membranas de varias origens (Metzler, 2003)

Membrana
Composto | Mielina | Hasta de | plasmatica | Membrana | Membrana| Membrana
(Bovino) | retiniana | (eritrécito | mitocondria | bacteriana de
humano) (E. cdli) | Cloroplastos
Proteina 22 59 60 76 75 48
Lipido total 78 41 40 24 25 52
PC 7.5 13 6.9 8.8
PE 11.7 6.5 6.5 8.4 18
PS 7.1 2.5 3.1
Pl 0.6 0.4 0.3 0.75
PG 4
Cardiolipina 04 4.3 3
SM 6.4 0.5 6.5
GL 22 9.5 - -
Chol 17 2 9.2 0.24
GPL total 33 27 24 22.5 25 4.7
% GPL dos
lipidos 42 66 60 94 >90% 9
totais

Predominam nas membranas os fosfolipidos PC, PE e PS e os

esfingolipidos., Os lipidos da familia das fosfatidilcolinas apresentam uma

distribuicdo de cadeias com diferentes graus de insaturados e comprimentos,

mas a esfingomielina apresenta longas cadeias saturadas (Metzler, 2003).

1.3.6. Estado Fisico das Membranas Lipidica

O estado fisico da membrana depende da estrutura das moléculas dos

lipidos que a compdem, sendo, porém, a relacéo entre eles bastante complexa.

A fluidez da membrana reveste-se de uma importancia particular, sendo definida

como o inverso da viscosidade. Em geral, na membrana, as duas fases principais

que os lipidos podem apresentar em misturas sdo o estado gel (Lg) e o estado

liquido (La). A fase gel é formada a baixas temperaturas pelos lipidos que formam

a estrutura lamelar, onde as cadeias de acilo dos lipidos estdo totalmente
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estendidas com todas as suas ligaggo C — C na conformagédo trans e
acondicionados em conjunto paralelas entre si. No estado L as moléculas de
lipido estdo impedidas de se moverem lateralmente ao longo da membrana, as
cadeias acilo sao estabilizadas por interagcbes de Van der Waals fortes e
apresentam uma ordem rotacional e translacional elevada, sendo a espessura
da bicamada maxima. Na fase liquida (La), a bicamada é caracterizada por uma
razao conformacional trans/gauche baixa. A diminuicdo das interagbes de Van
der Waals, relativamente a fase gel, origina um aumento da distancia entre os
lipidos e uma diminui¢cao da organizagao das cadeias acilo e da ordem rotacional
e translacional. Nesta fase a espessura da bicamada, relativamente a fase gel,
diminui. Com o ligeiro aumento de temperatura, as interagdes de van der Waals
entre as cadeias acilo que favorecem o empacotamento cristalino vao,
progressivamente, ficando mais fracas. Devido a excitagao rotacional, induzida
termicamente nas cadeias acilo, dao origem a uma fase em que as cadeias acilo
se encontram ligeiramente inclinadas em relagao ao plano, fase LB’. A inclinagao
€ interpretada como o resultado de a area das cabecgas do fosfolipido, ser
ligeiramente maior que a area das duas cadeias acilo (Alves Branco, 2013;

Heimburg, 2007; Yeagle, 2004).

1.4. Dinamica de Molecular (MD)

1.4.1. Base da Dinamica de Molecular (MD)

O conceito de dinamica molecular foi originalmente desenvolvido por
Alder & Wainwright no inicio de 1950, como uma técnica para simular um sistema
composto por esferas rigidas (Alder & Wainwright, 1959). Ao longo dos anos, foi

possivel simular sistemas mais realistas, partindo dos gases nobres até
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moléculas bioldgicas e sistemas organizados de grande complexidade. A técnica
baseia-se na resolu¢do das equagdes de Newton do movimento para o conjunto
de centros de interacdo que compdem o sistema em estudo, obtendo as
posicdes e as velocidades de cada centro em cada momento da simulagao. Os

calculos sao efetuados usando os conceitos da mecéanica newtoniana:

m. izEz—Vi

A analise pelos métodos da mecénica estatistica das trajetorias realistas
assim obtidas permite determinar propriedades estruturais e dindmicas de
assembleias de moléculas, bem como propriedades termodinamicas e

termofisicas dos sistemas modelo (Monné, 2010; Martins do Canto, 2007).

1.4.2. Campos de Forga

As simulagbées de computador sdo uma ferramenta poderosa para estudar
a estrutura e a dindmica das macromoléculas biolégicas. Em principio, todos os
detalhes de estruturas moleculares e as interagdes podem ser previstos a partir
dos primeiros principios usando a mecanica quantica. Trata-se porém de uma
tarefa dificil para moléculas complexas ou sistemas com um numero elevado de
particulas. Os calculos efetuados na simulagdo baseiam-se na mecanica
classica, recorrendo ao conceito de campo de for¢cas, como forma de caracterizar
as interacdes entre as particulas do sistema em questdo. Como classificagao
geral, um campo de forcas pode ser atomistico, descrevendo com detalhe as
interacgdes entre todos os atomos, ou ndo atomistico (United-atom ou Coarse

grain), que considera conjuntos de atomos (pseudoatomos) como centros de
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interagcdo. A energia potencial € normalmente dividida em diferentes
contribuigdes das interagdes ligantes e ndo ligantes, incluindo as interagdes de
extensao de ligacao (dois atomos), flexao de angulo entre ligagdes (trés atomos)
e torgdo ou variagdo do angulo diedro (quatro atomos), interacbes de van der

Waals e Coulomb (Schlick, 2010; Martins do Canto, 2007).

Quando se usam campos de forcas, dada a natureza classica da
abordagem, apenas os movimentos dos nucleos sao calculados, sendo os
detalhes da dinamica eletronica ignorados através da consideragcdo de um

campo meédio para toda a molécula (Monné, 2010; Martins do Canto, 2007).

Como se disse, a maioria dos campos de forga classicos contar com cinco
termos com uma interpretagdo fisica simples: energia potencial associada a
deformagao do comprimento e do angulo da ligacéo e a rotagdo em torno dos
angulos diedros (tor¢des), e os chamados termos nao ligantes, que descrevem
a interacgdes eletrostaticas e as interagdes de dispersao e de repulséo (van der
Waals) (Chinellato, 2003; Martins do Canto, 2007). Alguns campos de forgas
mais complexos incluem termos adicionais representando polarizagao atdmica e
os termos de acoplamento mais complexos, como o acoplamento cruzado entre
extensdo de ligagdes e angulos. Na simulacdo ndo ha um campo de forcas
especifico para um sistema, mas pretende-se que, quer as formas funcionais dos
termos de energia, quer os seus parametros sejam transferiveis e aplicaveis a
diferentes sistemas. A separacdo dos termos de energia permite uma facil
interpretacdo do modo como os diferentes componentes afetam a capacidade
de reproduzir a estrutura e a dindmica do sistema em estudo. Além disso, uma
separagao entre termos de energia € a base para a utilizagdo de multiplos

algoritmos para simulagdes de dinamica molecular, em que os componentes
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ligantes e nao ligante sdo atualizados com diferentes frequéncias, permitindo
simulacdes mais rapidas. Os fatores que estdo na base da parametrizagao do
campo de forcas tendem para se encontre um equilibrio entre os recursos

computacionais e a qualidade dos resultados (Monné, 2010; Marrink S. J., 2007).

Alguns dos campos de forcas usados em simulagdo de sistemas
biolégicos sao, por exemplo, AMBER, CHARMM, GROMOS, ou OPLS. Em
simulagcao, deve escolher-se um campo de forcas adequado aos sistemas a
estudar e que consiga reproduzir um determinado conjunto das suas
propriedades (Martins do Canto, 2007). Na simulagao por dinamica molecular, o
sistema € descrito pela sua energia potencial, sendo que um campo de forgas
contém dois componentes importantes: 1) O conjunto de equagdes usado para
gerar as energias potenciais. 2) Os parametros usados nesse conjunto de
equacgdes. A energia calculada a partir do campo de forgas é escrita como uma
soma de termos, cada um descrevendo a energia requerida para mover a
molécula ou parte dela de um modo especifico (Martins do Canto, 2007; Niemela,

2007). Essa energia pode ser representada por:

U=U,,+ U,, +U

tors

+ Uvdw + Ucoul ............. (3)

ond

Onde U é a energia potencial total do sistema, Ubond € fungdo de energia
potencial para estiramento da ligacdo entre dois atomos, Uang € a energia
necessaria para alterar um certo angulo formado por trés atomos, Utrs € a
energia torsional para uma rotagao em torno de uma ligagdo, Uviw € Ucoul S&0
componentes de energia das interagdes entre atomos nao diretamente ligados,
o primeiro as interagdes de dispersao e o segundo as interagdes entre atomos

carregados (Coulomb). A energia interna de um sistema estudado por simulagéo
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pode ser representada pela forma funcional seguinte:

k! k®
U= Zﬁgacaes 71(’/1 _rieq )2 + ZdngulOS ?(‘91' _eieq )2 +

3 s 2o ko 1+ c0sln@ =07 )) 4

12) A6 () ) e (4)
Z pares 12 - 6 + K, I’
g y vdm i coul

Onde U é a energia potencial total em funcdo da posicdo de cada
particula. A energia de extensao das ligagdes e de deformacgao dos angulos é

descrita pelo modelo do oscilador harmonico. No primeiro termo da fungao de

. , . ~ b s . ~ eq
energia responsavel pela ligagdo, &’ é a constante de forca de ligacdoe r,—r" é
o desvio entre o comprimento da ligagao e o seu valor de equilibrio. No segundo

termo na equacéo, referente aos angulos de ligagao, k' é a constante de forga e
0,—-07" é o desvio em relagdo ao angulo do equilibrio entre trés atomos ligados.
O terceiro termo & para os diedros (angulos de tor¢do) em que &, representa

a constante de forga, » é a multiplicidade da fungédo, ® o angulo diedroe ®“é
o deslocamento de fase. As interagdes nao ligantes entre pares de atomos (/, j)
sao representados pelos dois ultimos termos. Por definicdo, as interagdes nao
ligantes sdo consideradas somente para pares de atomos separados por pelo
menos trés ligagdes. O termo de energia decorrente das interagcdes de van der
Waals (VDW) é calculado recorrendo ao potencial de Lennard-Jones (6-12)
padrdo e a energia eletrostatica ao potencial de Coulomb (Martins do Canto,

2007; Monné, 2010; Niemela, 2007).
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Cada campo de forgas € um conjunto organizado de fungbes e dos
parametros correspondentes para os varios tipos de atomos (ou centros de
interacdo em geral) considerados. Os parametros sado o resultado de ajuste entre
valores simulados e experimentais para um conjunto de propriedades
macroscopicas do sistema ou podem ser obtidos através de calculos quanticos

ou recorrendo a dados espectroscopicos (Martins do Canto, 2007).

1.4.3. Implementagao Pratica

Na implementacido pratica de um trabalho de simulacdo molecular, a
escolha dos campos de forgas e dos algoritmos para integrar eficientemente as
equacodes do movimento e fornecer uma correta descricdo do comportamento do

sistema.

1.4.3.1. Integrador

Os varios integradores usados na integracdo numérica do movimento
dependem das caracteristicas do sistema na simulagao dindmica molecular e a
sua escolha é muitas vezes dependente do problema. As propriedades de uma
determinada configuracdo dependem de um conjunto de posigdes (ri=1n) €
velocidades (Vi=1,n) @ um tempo t, sendo que o integrador “atualiza” o sistema
para uma nova configuragao no momento t+At, onde At é o intervalo de tempo.
As familias de integradores utilizados em dindmica molecular, derivadas do
algoritmo de Verlet, truncam o erro para as coordenadas na quarta ordem, O(At*)

(Leach, 2001; Martins do Canto, 2007). A formulagao original é:

r(t+At) = 2r(t)-r(t-At)+At?a(t)+O(At?) ................ (5)
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Onde a propagacéao depende das posigcdes e aceleragao no tempo t e da

posicdo em t — At, sendo a velocidade dada por:

p(o)= TN )2;; =) 6)

Tém sido desenvolvidas algumas variantes do algoritmo Verlet, dando
origem exatamente a mesma trajetoria, e diferindo na forma como as variaveis
sdo armazenados na memoaria. O algoritmo de leap-frog € uma dessas variantes.
Uma ainda melhor execu¢do do mesmo algoritmo basico é o assim chamado
esquema de Verlet velocidade, onde as posicdes, velocidades e aceleragdes no
tempo t+At sao obtidos com as mesmas quantidades no tempo t da seguinte

forma:

r(t+At)=r(t)+At x v(t + S At)

V(E+ AL = v(t+2AL) + At Xa(t) oo (7)

Este algoritmo € bastante robusto e exibe um excelente desempenho
computacional. No entanto, possui um grande inconveniente: a néo
sincronizagcao de tempo entre a posigao e velocidade. Por esta raz&o, o algoritmo
nao permite um calculo preciso da energia total do sistema, porque a
contribuicdo das energias cinética e potencial sdo conhecidos em diferentes

tempos (Leach, 2001; Allen & Tildesley, 1987).
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1.4.3.2. Passo de tempo de integragao e restrigoes

O passo de simulacao, At, € um tempo entre os instantes que constituem
a trajetdria de simulagédo. Um passo curto permite um maior numero de iteragcdes
para uma amostragem mais satisfatéria do espago de fases. Simulagdes com
passos mais longos podem até resultar em trajetorias erradas, dada a sua
incapacidade para captar os movimentos de alta frequéncia, podendo também
levar a instabilidades numéricas especialmente devido a aproximag¢ao harmonica
nos modos de alta frequéncia simultaneamente associada com desacoplamento
entre as ligagdes e os angulos. Por outro lado, um passo demasiado curto torna
a simulacdo mais demorada e os ficheiros de resultados mais pesados, do ponto
de vista computacional. Assim, a escolha do passo numa simulagéo € sempre
uma solucido de compromisso, escolhendo-se muitas vezes 1/10 do periodo dos
movimentos de mais alta frequéncia do sistema. Os valores de passo mais
utilizados na pratica para sistemas biolégicos situam-se no intervalo 1-2 fs

(Martins do Canto, 2007).

Os processos que ocorrem em sistemas bioldgicos abrangem escalas de
tempo muito diferentes. Embora os processos estejam na verdade combinados,
0os que menos afectam as propriedades dos sistemas biologicos s&o os
movimentos de alta frequéncia. Para resolver este problema, os movimentos
rapidos sdo de algum modo forgados a serem limitados (restricdes), de modo
que o intervalo de tempo (passo) possa ser aumentado sem, em principio, alterar
significativamente a evolugao temporal correta. Uma das maneiras de reduzir os
graus de liberdade em simulagdo dindmica molecular € considerar as moléculas
como corpos rigidos. A complexidade da aplicagado destas restricdes e a perda

completa de graus de liberdade internos muitas vezes limita a sua aplicagao.
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Outro método envolve a aplicagdo de uma grande forga, suficiente para restringir
a liberdade de um movimento e fixar o seu respetivo parametro, por exemplo, a
distancia da ligacao. Este método é muito ineficiente, porque requer passos mais
curtos. As restricoes mais comuns em dindmica molecular sdo aos comprimentos
de ligagcao covalente e aos angulos de flexdo (Berendsen et al, 1993; Leach,
2001). Por exemplo, uma restricdo holonémica de um comprimento de ligacao

pode ser definida por:

(=) =di?=0 ..o, (8)

Onde dj é a distancia entre os dtomos ou grupos de atomos i e j. Com
estas restricdes, pode ser possivel um aumento de até quatro vezes no valor do
passo. Os sistemas moleculares apresentam movimentos que ocorrem em
diferentes escalas temporais, considerando tanto as forgas intermoleculares
como as intramoleculares. Normalmente essas ultimas s&o de ordem de
magnitude superior as das primeiras, de modo que os movimentos vibracionais
sao muito mais rapidos que os translacionais e rotacionais. Dessa forma, os
passos de integragdo devem ser aumentados neste caso, implicando um
aumento substancial do tempo de calculo. No entanto, se os movimentos mais
rapidos forem congelados (subtraidos do célculo das interagdes), restringindo os
graus de liberdade correspondentes aos movimentos de maior frequéncia, pode-
se conseguir uma maior eficiéncia através da utilizagédo de um passo temporal
maior na integragao das equagdes do movimento, reduzindo consideravelmente
o custo computacional (Frenkel, 2002; Berendsen et al, 1993). Neste trabalho,
foi aplicado o algoritmo LINCS, enquanto para o modelo de agua rigida foi
utilizado o algoritmo SETTLE. A outra opgao consiste em resolver iterativamente

todas as restricbes simultaneamente por aplicagdo de corregcbes para os
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comprimentos e velocidades até a tolerancia desejada (Leach, 2001; Martins do

Canto, 2007; Hess et al, 1997).

1.4.3.3.Condic¢oes de fronteira e interagdes de longo alcance

Como referido anteriormente, as interagdes de van der Waals podem ser
tratadas apenas como interacdes de curto alcance, uma vez que o potencial de
interac&o intermolecular decai rapidamente com o aumento da distancia entre as
particulas. No entanto, para o tratamento das interacbes de longo alcance
(potencial de Coulomb), em que o potencial decai com a distancia que é menor
do que rd (d é a dimensdo do sistema), a diminuigdo do potencial produz um
efeito que, em muitos casos, compromete severamente os resultados das
simulagdes. Este problema tem sido contornado com a utilizagdo de métodos
baseados em somas de Ewald, como o método PME (Particle-mesh Ewald), que
produzem trajetorias estaveis, ou por métodos que empregam aproximagao do

campo de reagao (Leach, 2001; Martins do Canto, 2007).

1.4.3.4. Ensemble

A simulacé&o por dinamica molecular consiste em resolver numericamente
as equagdes de movimento de um conjunto de particulas (atomos), dadas as
forcas sobre as particulas. Simulacdes moleculares dindmicas classicas que
resolvem equagdes de Newton do movimento geram trajetorias no ambito do
ensemble microcandnico (numero constante de particulas, volume e energia
(NVE)). E geralmente desejavel realizar simulagdes em outro ensemble, tal como
o0 ensemble isobarico — isotérmico (constante NPT). Além de ser a escolha

natural para a correspondéncia com as condigdes experimentais tipicas, o
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ensemble NPT é util para a validagao de campos de forgas, verificando a sua
capacidade para reproduzir parametros estruturais importantes e conhecidos a
partir de medi¢cdes experimentais, tais como a superficie de area por lipido, o
espacamento interlamelar, e a espessura da membrana, e para prever estas
quantidades quando elas ndo sao conhecidas. Manter a temperatura e a pressao
de um sistema constantes implica controlar as flutuagcdes da energia cinética das
particulas e o volume do sistema, respetivamente, e ha varias maneiras de o
fazer. Os melhores algoritmos, em termos da sua capacidade para gerar
rigorosamente o conjunto NPT, baseiam-se na abordagem "Sistema Alargado”,
em que sao introduzidas algumas variaveis dinamicas adicionais, por exemplo,
um coeficiente de friccdo em fungao do tempo para controlar a temperatura e um
pistdo para controlar a pressdo. As equagdes do movimento com base na
conservagao de energia sdo consistentemente resolvidas de modo a que a
funcao de distribuigdo microcandnica para o espaco de fases prolongada dé a
distribuigdo isobarica-isotérmica para as particulas apos a integracdo. E agora
amplamente aceite que € vantajoso simular as membranas a uma presséo
constante, mas ha algum desacordo quanto a forma do tensor de pressao, se a
pressao deve ser diferente da pressao perpendicular a membrana. Esta escolha
€ apropriada para um verdadeiro sistema interfacial, tal como as interfaces ar /
hidrocarboneto ou ar / 4gua, com uma tensao superficial significativa. Dado que
em interfaces do tipo membrana / agua a tens&o superficial € mais baixa, em
simulacdo de membranas trabalha-se com um tensor presséao isotrépico. No
entanto, alguns autores tém argumentado que, para corrigir os efeitos de
tamanho finito em simulagées de membrana pequenas, uma tensao superficial

modesta deve serimposta. Pode-se argumentar que uma tensao superficial deve
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ser aplicada para esticar uma pequena por¢cdao de membrana de forma a
contrariar o encolhimento devido a efeitos de tamanho finito. No entanto, a
imposicdo de uma tensao superficial pode alterar o espectro de flutuagbes da
interface (com efeito no endurecimento da membrana) (Oren M. Becker, 2001;

Martins do Canto, 2007).

A temperatura instantanea de simulagéao € a temperatura medida ao longo
do intervalo de tempo correspondente ao passo de simulagcéo que, T= <T(t):>.
Portanto, a temperatura instantanea esta diretamente relacionada com a sua

energia cinética e o numero de graus de liberdade.

T(t) =

1 n
N K, Z‘ MYV (O, (E) e (9)

Onde ks € a constante de Boltzmann, T(t) a temperatura instantanea mj e
vi(t) a massa e a velocidade instantanea de cada particula e Nr o numero de
graus de liberdade do sistema. Para modificar a temperatura Taneror = Tnovo de
um sistema tem que ser fazer um escalamento de velocidade Vv = Ci\/anterior

em cada passo do tempo (Harvey R.P., 2007; Martins do Canto, 2007).

Outro método que se utiliza € o acoplamento fraco, no qual as equacodes
do movimento sdo modificadas de forma que ocorra a relaxagao da temperatura
instantadnea do sistema para a temperatura de referéncia. Neste caso, o fator de

escala Cr pode ser obtido como:
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Onde 7; é a constante de acoplamento da temperatura, e que representa
a forga de acoplamento e Ty é a temperatura inicial. Quanto maior for 7, , mais
fraco é o acoplamento ao banho. No limite em quer,se aproxima de Af, a

expressao € equivalente a forgar T a permanecer constante.

1.4.3.4. Limitagoes

As principais limitagbes da simulagdo por dindmica molecular para
compreender as interagdes entre as moléculas pequenas e bicamada lipidica
sao o comprimento as dimensdes e o tempo das escalas acessiveis a simulagao,
e os campos de for¢ca usados para descrever as interagcdes dentro do sistema. A
aplicagcdo do meétodo de MD depende pois das capacidades dos recursos
computacionais disponiveis em face das limitagdes impostas pelo tamanho e
pelo tempo do sistema simulado. Uma simulagédo de varias centenas de lipidos
por algumas centenas de nano segundos sera atualmente considerado o estado
da arte. Embora existam simulagdes mais longas e maiores na literatura, ainda
estao longe de ser rotina. As limitagcdes de escala de tempo apresentam um sério
problema para o calculo das interagdes entre muitas moléculas pequenas e
bicamadas lipidicas. Por exemplo, a agua penetra tdo lentamente através de
uma bicamada lipidica que ha pouca oportunidade para observar este fenbmeno
numa simulacao de 100 ns de 64 lipidios. Isto requer a utilizagao de técnicas de
amostragem tendenciosa (biased), que forga o sistema a amostrar o evento de
interesse, enquanto continua a fornecer um método rigoroso para a simulagao
nao biased. No entanto, mesmo com este tipo de técnica, ha ainda muito a
melhorar na amostragem de movimentos lentos em bicamadas lipidicas.
Limitacbes de escala ao nivel das dimensbes do sistema geralmente

representam um problema menor em pequenas simulagcbes de moléculas de
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lipidios. No entanto, em alguns casos, por exemplo os que envolvem mudangas
de fase de lipidos ou grandes alteragdes na curvatura da bicamada, os grandes
sistemas podem ser necessarias para evitar os efeitos de tamanho finito e
estabilizacao artificial da bicamada, devido aos efeitos de fronteira. Dado o
aumento da capacidade e velocidade dos computadores, tem sido possivel
simular sistemas cada vez maiores para tempos cada vez mais longos.
Simulagdes que exigiam enormes esforgos computacionais ha uma década, por
exemplo, podem ser consideradas quase triviais hoje em dia (Martins do Canto,

2007; Monné, 2010).

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é estudar a estrutura e a dinamica de
anestésicos em modelos de membrana com diferentes composicdes lipidicas e
a interagao entre os anestésicos e as estruturas lipidicas. O estudo pretende dar
um pequeno contributo para a descricdo do mecanismo da anestesia para

anestésicos gasosos ou administrados por inalagao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Especificamente, pretende-se identificar e estudar as interagdes entres
moléculas na membrana celular de DLPC, DOPC, DOPE, DPPC, POPC, POPE,

PSM e anestésicos simples como gases nobres (xénon em particular).
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3. MOTIVAGAO, PROTOCOLO E FERRAMENTAS DE ANALISE

3.1. Motivacao

A membrana é uma barreira seletiva delineando as fronteiras de células e
organizando-as em compartimentos. A fungcdo da membrana € regular o
transporte de agua, ides e outros componentes para dentro e para fora da
membrana celular. A composigao lipidica de membrana é altamente especifica.
Geralmente, um lipido consiste num grupo (cabega) polar e uma regiao (cauda)
hidrofébica, sendo que uma célula pode ter mais de um milhar de espécies
diferentes de lipidos. A formacdo de camadas duplas e outras estruturas de
lipidos, tais como micelas ocorre quando as caudas hidrofobicas se orientam
para longe do meio aquoso enquanto os grupos polares se aproximam da agua
por interagirem favoravelmente com ela. As propriedades estruturais e dindamicas
de modelos de membranas celulares (bicamadas lipidicas) na presenga e na
auséncia de moléculas anestésicas com diferentes concentragdes, recorrendo a
simulagdo computacional (dindmica molecular), com o objetivo de avaliar as
alteracdes produzidas pelas moléculas anestésicas has membranas que possam
influenciar o processo de neurotransmissao constitui a principal motivagao deste
trabalho. As simula¢des de dindmica molecular proporcionam uma visao atomica
das caracteristicas fisico-quimicas das membranas lipidicas e portanto, tem sido
desenvolvida nos ultimos anos uma vasta gama de familias de campos de forgas
capazes de modelar varios tipos de lipidos. Para modelar membranas numa
composicao lipidica biologicamente realista, sistemas de simulagdo contendo
multiplos lipidios diferentes devem ser montados (Veiga et al, 2004; Martins do

Canto, 2007).
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Para melhor compreendermos o comportamento destes anestésicos
normalmente aplicados por inalagdo (xénon), nomeadamente no que toca a
interacdo com membranas, foi utilizada uma abordagem in silico de dindmica
molecular, que permite visualizar comportamentos e estruturas dos

intervenientes: xénon, agua e lipidos.

3.2. Protocolo

Todas as simulacbées MD foram realizadas com Gromacs v5.1.4. O
programa Dinamica Visual Molecular (VMD) foi utilizado para todas as
visualizagdes (Holtje et al, 2001). Ferramentas do Gromacs foram utilizadas para
construir as configuragdes iniciais dos sistemas estudados nesta tese,

membranas de um componente:

Tabela 2: Composicao do sistema de lipidos

Numero de
Lipidos sistema |Agua| Aguapor | Campode | Obs.
total lipidos Forca
DLPC 128 3840 30 GROMOS53a6
DPPC 128 3840 30 GROMOS53a6
DOPC 128 3840 30 GROMOS53a6
SM 144 4320 30 GROMOS53a6
POPC 128 3840 30 GROMOS53a6
DOPE 128 3840 30 GROMOS53a6

E membranas de varios componentes:

Tabela 3: Composigao do sistema de varios lipidos

Numero
Lipidos de Agua| Agua Campo de | Obs.
sistema | total por Forca
lipidos

DLPC/DPPC 144 4320 30 GROMOS53a6
DOPC/SM/CHOL 160 4800 30 GROMOS53a6
POPC/SM/CHOL 160 4800 30 GROMOS53a6
DOPE/DPPC/CHOL 160 4800 30 GROMOS53a6
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Os parametros ligantes e ndo ligantes das moléculas de lipidos foram
obtidos da pagina web do grupo de D. P. Tieleman

(http://moose.bio.ucalgary.ca/index.phppagina?=Structures and Topologies),

com a excepgao do modelo de SM. Esta molécula e os seus parametros ligantes
e nao ligantes (desenvolvidos por Perttu Niemela & llpo Vattulainen), foram

obtidos através da web page (https:/lipidbook.bioch.ox.ac.uk/package/).

Para a agua, foi utilizado o modelo de carga pontual simples (SPC). Todas
as ligagdes foram limitadas aos seus comprimentos de equilibrio com o algoritmo
de limitagao linear (LINCS). Foram aplicadas condigdes de fronteiras periddicas.
Foi aplicado um cut-off de 1,0 nm as interacdes de Lennard-Jones e a parte real
do espaco das interagdes electroestaticas. O método Praticle Mesh Ewald (PME)
foi utilizado para calcular as interacbes eletrostaticas, uma vez que se
demonstrou que o tratamento adequado da componente eletrostatica € crucial
em sistemas de biomembrana. Para a minimizagdo da energia, utilizou-se o
algoritmo de descida mais acentuada (steepest desendent method). Todas as
simulacées de MD de producédo foram feitas no ensemble isotérmico-isobarico
(NPT) O intervalo de tempo para resolugdo das equag¢des de movimento foi
definido como 2,0 fs. Todos os sistemas foram simulados durante 200 ns e essas
trajetérias analisadas para efeitos de validagdo da metodologia e de comparagéao
com as simulagdes em que os sistemas continham Xe. Posto isto, a todos os
sistemas foram adicionados 4 e 8 Xe e 0s novos sistemas simulados segundo o

mesmo protocolo (van Gunsteren et al, 1981; Martins do Canto, 2007).
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3.3. Ferramentas de Analise

As propriedades analisadas a partir das trajetorias resultantes das
simulagdes incluem propriedades estruturais e dindmicas que foram
sistematicamente calculadas em todos os sistemas. Os erros associados a todas
as propriedades calculadas nesta tese foram estimados usando o método dos

blocos de Flyvbjerg e Petersen (H. Flyvbjerg, 1989).

3.3.1. Area por Lipidos e Espessura de Membrana

A area por lipido foi calculada usando uma abordagem monte carlo
implementada num software in house que, de uma forma sucinta, atribui para
cada fosfolipido 3 pontos de referéncia (3 atomos na cabeca polar: P, Ne o C
entre os dois) no plano xy e para cada Chol 2 pontos de referéncia no mesmo
plano (H e O do grupo hidroxilo). O programa (para cada frame da trajetéria)
adiciona em xy pontos aleatorios que séo atribuidos, por critérios de proximidade
ao ponto de referéncia mais proximo. A cada adigdo o programa calcula a area
em xy da caixa de simulagdo (que contem o total dos pontos aleatérios e de
referéncia), e calcula, por proporcionalidade direta, a fracdo da area total
correspondente a cada ponto de referéncia consoante o numero de pontos
aleatérios que lhe foi previamente atribuido. Somando as areas de cada ponto
de referéncia para cada lipido fica-se a saber a area desse lipido. Este algoritmo
€ repetido para cada lipido e para cada tempo, permitindo saber a area por lipido
de cada um e calcular médias e variagdes temporais (Hofsass et al, 2003;

Martins do Canto, 2007; Monné, 2010).
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3.3.2. Parametros de Ordem (Scd)

O parametro de ordem (Scd) € um parametro normalizado que indica o
grau de ordenamento do sistema. Quanto mais proximo de 0 (zero) for o valor
de Scd, menor o alinhamento das cadeias alifaticos. Os lipidos numa bicamada
fluida sdo altamente dinamicos, sendo que ocorrem nas membranas lipidicas
muitos movimentos em diferentes escalas temporais: rotacdo em torno de
ligacado quimica e isomerizagdes trans/gauche, rotagdo em torno do eixo lipidos,
ondulagao. Estes movimentos influenciam os parametros de ordem das cadeias
de acilo, e a localizagao do xénon no nucleo hidrofébico da bicamada tem efeitos
substanciais na ordenacgao das cadeias acilo lipidicas. O tensor, parametro de

ordem, S, é definido como:

Sub:<%cos2(l9ab)—50,,> D=2 i (11)

Onde Bab € 0 angulo relativo entre o vetor de ligagdo e a normal a
bicamada. Os parénteses denotam a média sobre as moléculas e o tempo de
simulacao e dap € 0 delta de Kronecker. O parametro de ordem fornece uma
medida quantitativa do alinhamento das caudas lipidicas. Nas nossas
simulagdes utilizando um campo de forgas de atomos unidos, o parametro de

ordem para carbonos saturados e insaturados, € dado pelas seguintes relagées:

sat _ 2 1
SC[; =§Sxx+§Syy

Unsat 1 3 \/5
SCD = ZSZZ +ZSyy +75xy

Os valores de parametro Sca podem situar-se entre 0,5 (o que

corresponde a uma ordem completa ao longo da normal da bicamada) e -0,25

31



(que corresponde a uma ordem completa ao longo do plano da bicamada),
enquanto Scs=0 denota uma orientacéo isotropica. Os parametros de ordem
permitem-nos olhar para o interior da membrana e medir o seu estado: ordenado
ou ndo. Podemos assim medir alteracdes provocadas pela interacdo com as
moléculas de gases anestésicos como o xénon e ver de que forma o arranjo
estrutural das bicamadas lipidicas as membranas celulares se alteram com a sua

adicao (Monné, 2010; Aittoniemi et al, 2007).

3.3.3. Densidade

E importante caracterizar a estrutura média da membrana em diferentes
regides ao longo do seu eixo normal, sendo provavelmente as ferramentas mais
importantes para tal o perfil de densidades de varios atomos ou grupos atomicos.
Os caélculos dos perfis de densidade sdo uma tarefa bastante simples: a
ocorréncia média dos atomos de interesse por configuragao tem que ser contada
em diferentes fatias laterais da membrana e dividida pelo volume da fatia. Para
obter melhores estatisticas € aconselhado geralmente calcular a média dos
perfis obtidos, para as duas camadas separadas, podendo estes fornecer
informacdes sobre a eficiéncia de amostragem da estrutura de equilibrio das

camadas de membrana (Dickson et al, 2012; Robalo, 2013).

3.3.4. Pontes de Hidrogénio
Neste trabalho, as interagcdes via pontes de Hidrogénio entre lipidos de
membrana e solvente foram analisados em todos os sistemas. Foi utilizado um

critério para decidir da existéncia ou ndo de cada ponte de hidrogénio. Os
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critérios mais usados costumam envolver consideragdes energéticas ou
geométricas. Neste caso, admite-se a existéncia de ponte de hidrogénio, para
que um trio dador — H — aceitador, a distancia dador — aceitador é inferior 0 0,35
nm e o angulo H — dador — aceitador ¢ inferior a 30°.
r<1,,=035nm
a<a,,=30°
Para identificar os atomos de hidrogénio em cada ligagdo, podemos
classificar em dois grupos: os hidrogénios ligados a oxigénio (ou outro atomo
eletronegativo) e os que nao estao ligados a atomos eletronegativos. Além disso,
podemos classificar os outros atomos de acordo com o numero total de ligacbes
hidrogénio em que participam e também classificar as moléculas de acordo com
o numero total de ligagdes hidrogénio, ou seja, em geral, quanto maior o numero
de ligacbes de hidrogénio mais forte a interagdo. Em GROMACS ¢é também
possivel estudar a prépria dinAmica das ligagdes de hidrogénio, através da
avaliacdo do seu tempo de vida. Assim, o tempo de vida das ligagdes de
hidrogénio foi calculado a partir da média de todas as fun¢des de autocorrelagcao

de existéncia de todas as ligagdes de hidrogénio.

Onde Si(t) € a funcéo da existéncia de ligacao de hidrogénio, os valores
de Si(t) apenas de Si(t) = {0;1}, em que o valor 0 equivalente a ndo existéncia e
o 1 correspondendo a existéncia de ligagao hidrogénio i no tempo t. No presente
estudo, os tempos de vida da ligacédo de hidrogénio foram obtidos a partir da

integracéo da fungéo de autocorrelagao definida acima:
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Onde r ¢é a vida util da ligacdo de hidrogénio e C(r) é a funcao de

autocorrelacdo (Hess, 2010; Martins do Canto, 2007).

3.3.5. Dinamica Rotacional
A dindmica rotacional foi estudada calculando os movimentos rotacionais
dos eixos selecionados das moléculas de lipidos das membranas. Para tal,

calculou-se a fungao autocorrelacéo rotacional dos eixos rotacionais relevantes.

C(t)=< P,(cosO(L))> wvvveiiiiaaaans, (16)

Onde 6(C) € o angulo que o vetor que define determinado eixo faz entre
os tempos e t+, P2(x)=(3x%-1)/2 é o polinémio de Legendre de segunda ordem.
A média foi feita em ¢ o que assumindo uma trajetéria suficientemente ergotica
nos da uma boa aproximagado da média do ensemble (Lakowicz, 1999; Monné,

2010; Martins do Canto, 2007).

3.3.6. Difusao lateral das espécies em estudo

Uma propriedade dinamica importante dos sistemas de bicamadas
lipidicas é a difusdo. Os coeficientes de difuséo laterais podem ser calculados a
partir de uma unica trajetéria de particulas através do deslocamento quadratico
médio d-dimensional. A partir das trajetérias de dinamica molecular, o
deslocamento quadratico médio (MSD) das moléculas individuais foi medido

primeiro e calculado pela féormula de Einstein em duas dimensdes:

po L m, dMSD(z)
2d dt
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Sendo que, a determinagao de MSD(t) € definida como:

MSD,, = <|| R(t+1,)-R(t,) ||> ................ (18)

Onde 13 € o vetor posicao do centro de massa da espécie em estudo e a
média é calculada relativamente ao tempo com origem em to. Com o intuito de
eliminar o ruido devido a flutuagbées no centro de massa de cada monocamada
(quando é relevante), as analises de MSD dos lipidos da membrana ou do xénon
a interagir com as membranas, foram feitas com o centro de massa das

membranas fixo (Martins do Canto, 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sistema de DLPC, DPPC e DLPC/DPPC com Xénon

Para iniciar as simulagdes, os modelos das membranas foram construidos
e solvatados com ferramentas do GROMACS (Van der Spoel & Lindahl, 2010).
Assim foram contruidos modelos de membranas de DLPC (128 moléculas de
DLPC e 3840 moléculas de agua), DPPC (128 moléculas de DPPC e 3840
moléculas de agua) e DLPC/DPPC (72 moléculas de DLPC, 72 moléculas de
DPPC, 4320 moléculas de agua). A partir de cada um destes trés sistemas foram
construidos sistemas aos quais foram adicionados 4 ou 8 Xe. Depois de
construidas, as membranas (com ou sem Xe) foram simuladas durante 200 ns,
com um passo de integracao de 2 fs, a temperatura de 300 K e a pressao de 1
atm. O campo de forca GROMOS96 53a6 foi usado para descrever todas as

interacbes e comportamentos dos componentes de todos os sistemas.

4.1.1. Area por Lipido e Espessura da Membrana

A area por lipido € um parametro lentamente convergente nas simulagdes
de dindmica molecular, mas seu valor médio foi estavel nos 100 ns finais da
simulacgao, o que nos levou a concluir que os sistemas simulados haviam atingido
um estado estacionario apés 100 ns da simulacao. Os valores da area por lipidos

com diferentes concentracdes de xénon estao na tabela em baixo:
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Tabela 4: Os valores obtidos de area por lipidos e espessura da membrana

Lipidos nXe ApL/nm? Espessura/nm?

0 0.616 £ 0.010 3.14 £ 0.05

DLPC 4 0.607 + 0.009 3.28 £ 0.05

8 0.595 £ 0.010 3.47 £ 0.06

0 0.520 + 0.016 443 +0.10

DPPC 4 0.515+0.013 4.58 £ 0.09

8 0.521 £ 0.019 462 +0.15
DLPC 0.601 £0.012

— 0 3.72 £0.06
DPPC 0.594 + 0.013
DLPC/DPPC DLPC 0.593 £+ 0.014

— 4 3.72 £0.06
(1:1) DPPC 0.585 + 0.014
DLPC 0.579 £ 0.020

——— 8 3.84 £ 0.07
DPPC 0.586 + 0.013

Em todos os sistemas os valores da area por lipido se mantém,
aproximadamente, constante e dentro dos limites do desvio padrao o que é,
também, visivel nos graficos de variagdo temporal destes parédmetros, que
apresentam variagdes bastante sobrepostas (Fig. 3). A ver-se alguma tendéncia,
para o DLPC, seria a de uma diminuicdo da area, indicadora de um efeito de
condensacao causado pela presenca do Xe que nao se verifica na membrana
de DPPC. Isto pode ser causado pelo facto de que, enquanto que o DLPC se
encontra numa fase fluida, o DPPC apresentar ApLipido préoximas de uma fase
gel (0.48-0.49 nm?). Apesar de, para a concentracdo mais baixa de Xe, a
ApDPPC baixar, volta a subir para a concentracao mais alta de Xe para valores
praticamente sobreponiveis aos do sistema sem Xe.

A espessura de membrana parece ser um parametro mais sensivel e
melhor comportado a presenca do Xe, apresentando em todos os sistemas um
aumento tendencial, com a concentracdo do Xe indicador de um efeito de
condensagao provocado pelo Xe no core hidrofébico da membrana, mas,

aparentemente com pouca relevancia na superficie da membrana.
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Figura 3: Area por lipidos de DLPC, DPPC e DLPC/DPPC.

4.1.2. Parametro de Ordem (-Scp)

A tabela 5 mostra as médias dos parametros de ordem dos carbonos das

cadeias acilo sn-1 e sn-2 de cada lipido e de cada sistema, com ou sem Xe.
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Tabela 5: Os valores de parametro de ordem de sn-1 e sn-2

-Scp

Sistemas/Lipidos Xe sn-1 sn-2
0 0.166 + 0.027 0.161 £ 0.033
DLPC 4 0.175 +£0.025 0.166 £ 0.028
8 0.177 £ 0.023 0.172 £ 0.026
0 0.294 +0.033 0.296 + 0.033
DPPC 4 0.313 £ 0.043 0.305 £ 0.036
8 0.307 £ 0.039 0.320 £ 0.040
0 0.190 + 0.028 0.188 + 0.025
DLPC 4 0.196 + 0.027 0.194 £ 0.022
DLPC/DPPC 8 0.198 + 0.026 0.198 + 0.021
(1:1) 0 0.152 £ 0.042 0.151 £ 0.046
DPPC 4 0.176 £ 0.037 0.177 £ 0.047
8 0.192 + 0.038 0.189 + 0.047

Por observagéo dos resultados da tabela 5, e como sugerido atras, os dois
lipidos estao em estados diferentes sendo o DLPC mais fluido que o DPPC nas
membranas puras e o reverso nas membranas de dois componentes. O efeito

do Xe € consistente em todos estes sistemas: provoca um efeito de

condensacgao/ordenacgao que é dependente da concentracao.
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4.1.2.1. O parametro de ordem de DLPC, DLPC/4Xe e DLPC/08Xe
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Figura 4: Parémetros de ordem de — sn-1 e — sn-2.

A Fig. 4 mostra os parametros de ordem (-Scp) ao longo das cadeias sn-
1 e sn-2 nos sistemas DLPC, DLPC/4Xe, DLPC/8Xe. Na bicamada DLPC/4Xe e
DLPC/8Xe, a presenca de xénon geralmente evoca um aumento (tabela 5) no
valor dos parametros de ordem dos atomos de C da cadeia acilo, em ambas as
cadeias, sendo este aumento mais significativo quanto mais afastado esta o C
da interface, ou seja, quanto mais préoximo esta o C dos Xe que se encontram
(ver cap. 4.1.4). Este aumento também ¢é tanto maior quanto maior a

concentragio de Xe.
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4.1.2.2. O parametro de ordem de DPPC, DPPC/4Xe e DPPC/8Xe
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Figura 5: Parémetros de ordem de — sn-1 e — sn-2

A Fig. 5 mostra os parametros de ordem (-Scp) ao longo das cadeias sn-
1 e sn-2 nos sistemas DPPC, DPPC/4Xe, DPPC/8Xe. Na bicamada DLPC/4Xe
e DLPC/8Xe, a presenga de xénon geralmente evoca um aumento (tabela 5) no
valor dos parametros de ordem dos atomos de C da cadeia acilo, em ambas as
cadeias, sendo este aumento mais significativo quanto mais afastado esta o C
da interface, ou seja, quanto mais préoximo esta o C dos Xe que se encontram
(ver cap. 4.1.4), como no caso anterior. Também como no caso anterior, o
aumento nos valores dos parametros de ordem é tanto maior quanto maior a

concentragao de Xe.
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4.1.3. O parametro de ordem de DLPC/DPPC, DLPC/DPPC/4Xe e
DLPC/DPPC/8Xe
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Figura 6: Parémetros de ordem de — sn-1 e — sn-2
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A Fig. 6 mostra os parametros de ordem (-Scp) ao longo das cadeias sn-
1 e sn-2 nos sistemas DPPC/DLPC, DPPC/DLPC/4Xe, DPPCDLPC//8Xe. A
presenga de xénon evoca um aumento (Tabela 5) no valor dos parametros de
ordem dos atomos de C da cadeia acilo, em ambas as cadeias, sendo este
aumento mais significativo quanto mais afastado esta o C da interface, ou seja,
quanto mais proximo esta o C dos Xe que se encontram (ver cap. 4.1.4), como
nos casos anteriores. O aumento nos valores dos parametros de ordem é,
também aqui, tanto maior quanto maior a concentragdo de Xe e tem uma
grandeza maior para o DPPC o que sugere uma interacdo mais préxima entre

este lipido e o Xe.

4.1.4. Densidade dos sistemas
4.1.4.1. Densidade de DLPC, DLPC/4Xe e DLPC/8Xe

A Fig. 7 mostra as densidades de massa de cada componente dos
sistemas de DLPC, DLPC/4Xe e DLPC/8Xe. A densidade de massa foi calculada
para as moléculas presentes em cada sistema em estudo (média dos ultimos
100 ns da simulagéo) ao longo da normal ao plano da membrana como mostrado

na Fig. 7.
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Figura 7: Densidade de DLPC,DLPC/4Xe e DLPC/8Xe

O perfil de densidade destas membranas que contém Xe esta alterado. A
densidade do lipido esta diminuida na interface membrana-agua e no core
hidrofébico onde se localiza o Xe. Estas diferencas estdo de acordo com o
aumento da espessura de membrana e aumento dos parametros de ordem
sugerindo que o Xe provoca um efeito de condensacdo dependente da

concentracao.

4.1.4.2. Densidade de DPPC, DPPC/4Xe e DPPC/8Xe

A fig. 8 mostra as densidades massa de cada sistema de DPPC,
DPPC/4Xe e DPPC/8Xe. A densidade de massa foi calculada dos ultimos 100
ns em cada sistema do seu estudo ao longo da normal ao plano da membrana

como mostrado na Fig. 8.
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Figura 8: Densidade de DPPC,DPPC/4Xe e DPPC/8Xe

O perfil de densidade destas membranas que contém Xe esta alterado. A
densidade do lipido esta diminuida na interface membrana-agua e no core
hidrofébico onde se localiza o Xe. Estas diferencas estdo de acordo com o
aumento da espessura de membrana e aumento dos parametros de ordem
sugerindo que o Xe provoca um efeito de condensacdo dependente da

concentracao.

4.1.4.3. Densidade de DLPC/DPPC, DLPC/DPPC/4Xe e DLPC/DPPC/8Xe

A fig. 9 mostra a densidade massa de cada componente nos sistemas de
DLPC/DPPC, DLPC/DPPC/4Xe e DLPC/DPPC/8Xe. Deste sistema foi simulado

dos ultimos 100 ns do seu estudo ao longo da normal da membrana.
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Figura 9: Densidade de DLPC/DPPC,DLPC/DPPC/4Xe e
DLPC/DPPC/8Xe

O perfil de densidade destas membranas que contém Xe esta alterado. A
densidade do lipido esta diminuida na interface membrana-agua e no core
hidrofébico onde se localiza o Xe. Estas diferencas estdo de acordo com o
aumento da espessura de membrana e aumento dos parametros de ordem
sugerindo que o Xe provoca um efeito de condensacdo dependente da

concentracgao.
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4.1.5. Pontes de Hidrogénio
4.1.5.1. Pontes de Hidrogénio de DLPC, DLPC/4Xe e DLPC/8Xe

A Tabela 6 apresenta a média do numero de pontes de hidrogénio que os

componentes de cada sistema fazem.

Tabela 6: Os Valores de Pontos de Hidrogénio

Sistema nXe numHB

DLPC-Sol DPPC-Sol

0 6.28 + 0.15

DLPC 4 6.29 + 0.15

8 632+017
0 572+0.14
DPPC 4 590+015
8 582+ 0.20
0 6.08+0.17 618+0.17
DLP(ﬁf?)PPC 4 6.06 + 0.18 6.15 + 0.19
8 6.08+018 617018

Nas membranas puras o DLPC faz mais pontes de H com o solvente do
que o DPPC. Isto pode ser devido ao facto da membrana de DLPC ser mais
fluida e assim mais permeavel e mais acessivel a agua, permitindo um numero

superior de pontes de H.

Na membrana de DLPC/DPPC, o DLPC faz menos pontes de H do que
quando na membrana pura o que pode ser devido a uma maior rigidez,
anteriormente sugerida pelos -Scd. Nesta membrana o DPPC, menos ordenado
do que na membrana pura, aparenta um comportamento semelhante ao DLPC
puro, i.e., maior fluidez e maior acessibilidade ao solvente, logo, maior numero

de pontes de H.
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Em todos os casos o Xe aparenta ndo ter efeito sobre o num de pontes
de H, o que sugere um efeito restrito ao core hidrofébico da membrana que n&o

condiciona grandemente a interface, pelo menos neste parametro.

4.1.6. Dindmica de Rotacional

Foi avaliada a dindmica de rotacional de eixos selecionados: os eixos sn-
1 e sn-2 (definidos entre os 2° e penultimos carbonos acilo de cada cadeia) e o
eixo P-N (definido entre o P do fosfato e o N da colina). Para tal, e como explicado
anteriormente, foram calculadas as fungdes de autocorrelagdo dos movimentos
rotacionais de cada um destes eixos para os ultimos 100 ns das simulagdes (Fig.
10 e 11). Para facilitar a analise deste conjunto grande de curvas/resultados,
calcularam-se as médias dos valore de C(t) para cada eixo (Tabela 6), o que nos

da informacgao extra e auxilia a interpretagao das curvas.
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Figura 10: A dinédmica de rotacional de sn-1 e sn-2 de DLPC
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Figura 11: A dindmica de rotacional de sn-1 e sn-2 de DPPC
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Figura 12: A dindmica de rotacional de sn-1 e sn-2 de DLPC/DPPC
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Nos sistemas de DLPC a presenca de Xe vai dificultar os movimentos de
rotacédo no core hidrofébico o que é patente tanto pelas curvas de C(t) dos eixos
sn-1 e sn-2 (Fig. 10), como pelas médias (Tabela 7). Efeito este que mais uma
vez enfatiza o efeito condensador que o Xe esta a ter nestas concentracdes e
com estas membranas. Este efeito também €& observado nas membranas de
DPPC como nas membranas de DPPC/DLPC, que apesar de estarem ja num

estado mais ordenado, sofrem também deste efeito de condensacéo (Fig. 12 e

Tabela 7).
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Figura 13: A dindmica de rotacional de P-N de DLPC
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Figura 14: A dindmica de rotacional de P-N de DPPC
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Nos sistemas de bicamadas DLPC, DPPC, a interacdo o Xe com as

membranas do modelo ndo altera significativamente a dindamica rotacional do

eixo P-N (Fig.13 e 14), uma vez que os C(t) sdo praticamente sobreponiveis e

as meédias estdo dentro dos limites do desvio padrdo. Na membrana de

DPPC/DLPC nao se pode dizer o mesmo pois aqui observa-se um aumento da

dindmica deste eixo, sendo este efeito mais significativo no DPPC (Fig. 11 e

Tabela 7) do que no DLPC onde a diminuicdo observada se encontra dentro dos

limites dos desvios padrao.

Tabela 7: Dindmica de Rotacional dos Lipidos de sn-1, sn-2 e P-N

C(t)

Lipidos

(1]

sn-1

sn-2

P-N

DLPC

0.135 + 0.067

0.223 + 0.055

0.187 +0.125

0.347 + 0.062

0.261 + 0.051

0.170 £ 0.125

0.365 + 0.060

0.282 + 0.049

0.143 +0.130

DPPC

0.713 £ 0.050

0.716 + 0.050

0.429 +0.110

0.762 + 0.042

0.729 + 0.048

0.381 +0.117

0.760 + 0.045

0.754 +0.042

0.444 + 0.099

DPPC
DLPC/DPPC

0.287 +0.077

0.281 +0.074

0.533 +0.103

0.389 +0.076

0.365 +0.073

0.222 +0.119

0.434 + 0.066

0.388 +0.071

0.217 £0.123

(1:1)
DLPC

0.369 + 0.080

0.343 +0.077

0.255 +0.125

0.367 +0.061

0.381 +0.061

0.239 +0.129

0 hO O AOOPIAOOPIAOX

0.369 + 0.060

0.401 + 0.061

0.234 +0.123
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4.1.7. Difusao Lateral

Difusao lateral sdo os coeficientes que foram calculados a partir do
deslocamento quadratico médio bidimensional. Os resultados da simulagéo

estdo nos seguintes tabela:

Tabela 8: Difusao Lateral de Rotacional dos Lipidos

. nX Diat/1 08cm3s™
Sistema

e DLPC DPPC Xe
0 3.40x0.01

DLPC 4 347 +0.01 47.23 £ 0.96
8 3.63+£0.01 129.02 + 3.08
0 0.81 £0.01

DPPC 4 0.71+£0.01 16.55+0.15
8 0.67 £0.01 9540+ 1.41
0 2.43+0.01 2.82+0.01

DLP(C;{?)PPC 4 2.45+0.01 2.29+0.01 57.74+£1.13

8 2.47+0.01 2.43+0.01 282.50+1.79

Na tabela 8 mostra, que o efeito da presenca do Xe € o de induzir um
aumento no coeficiente de difusdo no DLPC e uma diminuigdo no DPPC, mas
que esse efeito € pouco significativo. Apesar de estar a induzir um aumento de
ordem em todas estas membranas, o DLPC parece estar a ser perturbado pelo
Xe de forma a difundir-se mais na presenca de Xe. O DPPC, mais ordenado e
de maior dimensao, nao sofre deste efeito e difunde menos na presencga de Xe.
Por seu lado o Xe difunde muito mais que os lipidos, devido as suas pequenas
dimensdes e apesar de se encontrar em concentracido baixa evoca, ainda assim

efeitos mensuraveis nestas membranas.
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Figura 18: Difuséo lateral de DLPC/DPPC

Os graficos dos MSDs de todos os lipidos em todos os sistemas, reforgcam

a observacdo dos coeficientes de difusdo mostrando a similitude de

comportamento dos diferentes sistemas com a presencga de Xe.

4.2. Sistema de DOPC,SM e DOPC/SM/Chol com Xénon

Para iniciar as simulacdes, os modelos das membranas foram construidos

e solvatados com ferramentas do GROMACS (Van der Spoel & Lindahl, 2010).

Assim foram contruidos modelos de membranas de DOPC (128 moléculas de

DOPC e 3840 moléculas de agua), SM (144 moléculas de SM e 4320 moléculas

de agua) e DOPC/SM/Chol (64 moléculas de DOPC, 64 moléculas de SM, 32

moléculas de Chol e 3840 moléculas de agua). A partir de cada um destes trés
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sistemas foram construidos sistemas aos quais foram adicionados 4 ou 8 Xe.
Depois de construidas, as membranas (com ou sem Xe) foram simuladas
durante 200 ns, com um passo de integragao de 2 fs, a temperatura de 300 K e
a pressdo de 1 atm. O campo de forcga GROMOS96 53a6 foi usado para
descrever todas as interagcdes e comportamentos dos componentes de todos os

sistemas.

4.2.1. Area por Lipido e Espessura da Membrana

Nas simulagdes de dindmica molecular, a area por lipido € um parametro
lentamente convergente, mas o seu valor foi estavel nos 100 ns finais da
simulagao, foi concluido os sistemas simulados haviam atingido um estado
estacionario apos 100 ns da simulagdo. Os valores da area por lipidos com

diferentes concentragdes de xénon estdo na seguinte tabela:
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Tabela 9: Os valores de area por lipidos e espessura da membrana

Lipidos nXe ApL/nm? Espessura/nm?

0 0.591 £ 0.009 4.28 £ 0.06

DOPC 4 0.582 + 0.009 4.46 £ 0.06

8 0.581 £ 0.009 4.57 £ 0.07

0 0.447 £ 0.013 498 +0.10

SM 4 0.448 £ 0.015 5.09+£0.12

8 0.447 £ 0.014 5.21 +£0.11
DOPC 0.502 £ 0.016

SM 0 0.451 +0.016 595+0.14
Chol 0.095 = 0.006
DOPC/SM/Chol DOPC 0.499 +0.013

(2:2:1) SM 4 0.457 +0.013 5.19 £ 0.10
Chol 0.175+0.011
DOPC 0.498 £ 0.017

SM 8 0.468 +0.013 5.24 £+ 0.11
Chol 0.362 + 0.021

A Tabela 9 mostra que, com a exce¢ao do Chol na membrana de

DOPC/SM/Chol, todos os lipidos mantém ApLipido aproximadamente
constantes e dentro dos limites do desvio padrao. O Chol, no entanto, parece
bastante influenciado pela presengca do Xe no core hidréfobico da membrana
que, vai provocar uma exposi¢cao crescente do Chol ao solvente, sendo este
efeito proporcional a concentragdo de Xe no sistema.

A espessura de membrana do sistema de DOPC sofre um aumento com
a presenca de Xe, efeito esse que também é observado na membrana de SM.
Estas membranas apesar de apresentarem alguma ordem (ApLipido baixas)
ainda tém latitude para sofrerem condensacao provocada pelo Xe, como atras.
No entanto o sistema de DOPC/SM/Chol é bastante rigido e a presenca do Xe

tem aqui o efeito contrario, o de fluidizagdo da membrana o que € sugerido pela

diminuigcdo da espessura de membrana.
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Figura 19: Area por Lipidos de DOPC,SM e DOPC/SM/Chol

4.2.2. Parametros de Ordem (-Scp)

A tabela 10 mostra, as médias dos parametros de ordem dos carbonos

das cadeias acilo sn-1 e sn-2 de cada lipido e de cada sistema, com ou sem Xe.

Por observagao dos resultados da tabela 7, e como sugerido atras, os dois

lipidos estdo em estados diferentes sendo o DOPC mais fluido que o SM tanto
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nas membranas puras como has membranas de trés componentes. O efeito do
Xe apesar de minimo é o de, principalmente nas membranas mais ordenadas,

de causar alguma perturbacao e, consequente, diminuicdo dos parametros de

ordem (principalmente para as concentragdes mais elevadas de Xe).

Tabela 10: Pardmetros de Ordem (-Scp) sn-1 e sn-2

-Scp

Sistemas nXe sn-1 sn-2
0 0.175 £ 0.049 0.173 +0.053
DOPC 4 0.185 £ 0.047 0.189 £ 0.052
8 0.184 + 0.048 0.185 + 0.051
0 0.353 +0.033 0.343 +0.092
SM 4 0.356 + 0.031 0.348 +0.093
8 0.353 +0.028 0.337 + 0.091
0 0.328 + 0.077 0.330 +0.078
DOPC 4 0.326 £ 0.077 0.331 +0.078
DOPC/SM/Chol 8 0.316 £ 0.072 0.326+ 0.079
(2:2:1) 0 0.399 + 0.037 0.371 +£0.104
SM 4 0.402 + 0.039 0.371 +£0.103
8 0.388 + 0.035 0.361 £0.102

Na tabela acima mostrou que, o valor de parametro de ordem de DOPC
sn-1,2 foi aumentado na DOPC e DOPC/4Xe, mas na DOPC/8Xe o valor foi
diminuido. O valor sn-1,2 de DOPC compara com DOPC (DOPC/SM/Chol) sédo
os valores diminuido nos oito xénons, a cadeia de acilo na membrana foi
desordenado porque o xénon foi absorve na dentro membrana e a alteracéo de
estrutura membrana celulares. Os seguintes graficos de parametros de ordem
de sn-1 e sn-2 de DOPC e SM.

Na figura 15 mostra, os parametros de ordem (-Scp) ao longo das cadeias
sn-1 e sn-2 nos sistemas DOPC, SM e DOPC/SM/Chol. Como ja referido atras,
nas membranas mais fluidas de DOPC, a presenca de Xe evoca um efeito de

condensacao semelhante ao observado atras para o DLPC, p.e., sendo esse
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efeito mais significativo quanto mais nos aproximamos do centro da membrana.
Nas membranas mais rigidas de SM e DOPC/SM/Chol observa-se o efeito
contrario, i.e., uma perda de ordem causada pela perturbagao que o Xe provoca

nestas membranas ja de si bastante ordenadas.
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Figura 20: Parametro de Ordem sn-1 e sn-2 de DOPC
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Figura 21: Pardmetro de Ordem sn-1 e sn-2 de SM
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Figura 22: Parédmetro de Ordem sn-1 e sn-2 de DOPC/SM

4.2.3. Densidade dos Lipidos
4.2.3.1. Densidade de DOPC, DOPC/4Xe e DOPC/8Xe

A Fig. 23 mostra as densidades de massa de cada componente dos
sistemas de DOPC, DOPC/4Xe e DOPC/8Xe. A densidade de massa foi
calculada para as moléculas presentes em cada sistema em estudo (média dos
ultimos 100 ns da simulagéo) ao longo da normal ao plano da membrana como

mostrado na Fig. 23.
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Figura 23: Densidade de DOPC, DOPC/4Xe e DOPC/8Xe
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O perfil de densidade destas membranas que contém Xe esta alterado. A
densidade do lipido esta diminuida na interface membrana-agua. Estas
diferencas estdo de acordo com o pequeno aumento da espessura de membrana
e aumento dos parametros de ordem sugerindo que o Xe provoca um efeito de

condensacgao dependente da concentragao.

4.2.3.2. Densidade de SM, SM/4Xe e SM/8Xe

A fig. 24 mostra as densidades massa de cada sistema de SM, SM/4Xe e
SM/8Xe. A densidade de massa foi calculada dos ultimos 100 ns em cada
sistema do seu estudo ao longo da normal ao plano da membrana como

mostrado na Fig. 24.
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Figura 24: Densidade de SM, SM/4Xe e SM/8Xe

O perfil de densidade destas membranas que contém Xe esta alterado. A
densidade do lipido estda aumentada na interface membrana-agua e diminuida
no core hidrofébico onde se localiza o Xe. Estas diferengas sdo minimas o que

pode ser explicado pelo facto de se tratar de uma membrana numa fase muito
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ordenada e rigida que, pelo menos a estas concentragdes de Xe, € perturbada,

mas ndo muito como vemos pela baixa magnitude dos efeitos observados.

4.2.3.3. Densidade de DOPC/SM/Chol, DOPC/SM/Chol/4Xe e
DOPC/SM/Chol/8Xe

A fig. 25 mostra as densidades de massa de cada lipido em de cada
sistema de DOPC/SM/Chol, DOPC/SM/Chol/4Xe e DOPC/SM/Chol/8Xe. A
densidade de massa foi calculada dos ultimos 100 ns em cada sistema do seu

estudo ao longo da normal ao plano da membrana como mostrado na Fig. 25.
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Também nestas membranas os efeitos sdo minimos o que também pode

ser explicado pela rigidez dos sistemas e a baixa concentragao de Xe.

4.2.4. Pontes de Hidrogénio

A Tabela 11 apresenta a média do numero de pontes de hidrogénio de

cada sistema.

Tabela 11: Pontes de Hidrogénio de DOPC/SM/Chol

numHB
Sistema nXe DOPC-Sol SM-Sol Chol-Sol
0 6.03+0.16
DOPC 4 6.05+0.15
8 6.12+0.13
0 4.33+0.08
SM 4 4.49 +0.15
8 4.42 +0.09
DOPC/SM/ 0 5.52+0.23 469 +0.23 056 +0.11
Chol (2:2:1) 4 5.38+0.24 472 +0.21 047 +0.11
8 5.51+0.22 475 +0.23 052 +0.10

Nas membranas puras o DOPC faz mais pontes de H com o solvente do
que a SMuma vez que se trata de uma membrana mais fluida e como tal o DOPC
tem maior liberdade de movimentos e conformagdes podendo interagir com o
solvente de uma forma mais eficiente e com menos rigidez. Na membrana de
DOPC/SM/Chol, membrana bastante ordenada, o DOPC faz menos pontes de
H com o solvente devido a essa mesma rigidez provocada pela presenga de SM
e Chol. O reverso acontece com a SM que parece mais disponivel para fazer
pontes de H, ou por estar mais exposta ao solvente ou por uma maior

disponibilidade conformacional induzida pela presenca do, mais fluido, DOPC. A
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presenga de Xe parece nao ter grande influencia nestas interagdes de interface
uma vez que as pontes de H se mantém, aproximadamente constantes (dentro

dos limites dos desvios padréao), com a presencga de Xe.

4.2.5. Dindmica de Rotacional de Eixos

Foi avaliada a dindmica de rotacional de eixos selecionados: 0s eixos sn-
1 e sn-2 (definidos entre os 2° e penultimos carbonos acilo de cada cadeia) e o
eixo P-N (definido entre o P do fosfato e o N da colina). Para tal, e como explicado
anteriormente, foram calculadas as fun¢des de autocorrelacdo dos movimentos
rotacionais de cada um destes eixos para os ultimos 100 ns das simulagdes (Fig.
18 a 20). Para facilitar a analise deste conjunto grande de curvas/resultados,
calcularam-se as médias dos valore de C(t) para cada eixo (Tabela 12), o que

nos da informagao extra e auxilia a interpretacdo das curvas.
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Tabela 12: Dindmica de Rotacional (C(t)) sn-1, sn-2 e P-N de DOPC/SM/Chol

C(t)

S
X
o

sn-1

sn-2

P-N

Chol

0.46 £ 0.08

0.44 +0.09

0.31+0.12

0.51 +0.06

0.48 +0.07

0.32+0.12

0.47 £0.07

0.45+0.08

0.25+0.12

0.89 £ 0.02

0.92 + 0.01

0.72+0.04

0.91+0.01

0.91 +£0.01

0.71+£0.04

0.92 +0.01

0.93 £ 0.01

0.68 £ 0.05

0.90 +0.01

0.89 +0.01

0.66 + 0.06

0.90 +0.01

0.89 + 0.01

0.62 +0.09

0.88 +0.01

0.87 +0.01

0.66 +0.07

091+0.01 092+0.01 0.69+0.04

DOPC/SM/Chol

SM 092+0.01 092+0.01 0.58+0.09

(2:2:1)

090+0.01 091+0.01 0.63+0.07

0.74 £ 0.07

Chol 0.77 £0.05
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Figura 28: Dindmica de Rotacional (C(t)) P-N de DOPC/SM/Chol

O eixo P-N do DOPC e da SM nas membranas puras, parece (fig. 26 e
fig. 27) sugere uma fluidizacao desse eixo interfacial com a concentracédo mais
elevada de Xe mas este efeito €, aparentemente diminuto, uma vez que as
médias das curvas C(t) no intervalo de tempo em estudo n&o diferem
significativamente umas das outras (Tabela 12). No sistema DOPC/SM/Chol
observa-se o0 que ja tinha sido sugerido pela analise das pontes de H, i.e., uma
fluidizacdo da SM e uma condensacao do DOPC, também aqui (Tabela 12), os

efeitos sdo pouco significativos.
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Figura 30: Dinédmica de Rotacional (C(t)) de sn-2
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No sistema de DOPC puro o Xe tem pouco efeito sobre a dinamica
rotacional dos eixos sn-1 e sn-2 (Fig. 29 e 30 e Tabela 12). A membrana de
DOPC é bastante fluida com muito volume livre que o Xe pode ocupar sem
interferir grandemente com o DOPC. O mesmo nao pode ser dito da membrana
de SM que é muito ordenada e, como tal, tem pouco espaco livre e aqui o Xe
provoca restricoes ao movimento rotacional de ambos os eixos em estudo (Fig.
29 e 30 e Tabela 12). A membrana de DOPC/SM/Chol é bastante rigida e
ordenada de tal forma que a presenca de Xe vai causar disrup¢ao dessa ordem

e rigidez tornando os eixos em estudo mais dinamicos (Fig. 29 e 30 e Tabela 12).

4.2.6. Difusao de Lateral

Difusdo lateral sdo os coeficientes que calculados a partir do
deslocamento quadratico médio bidimensional. Os resultados da simulagao

estdo nos seguintes tabela:
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Tabela 13: Difuséo de lateral (msd) de DOPC/SM/Chol

Diat/108cm?2s™

Sistema nXe
DOPC SM Chol Xe
0  1.80%001
DOPC 4 202001 57.53 + 0.92
8  242+0.01 204.24 + 2.81
0 0.12 + 0.01
SM 4 0.12 + 0.01 29.69 + 0.30
8 0.10 £ 0.01 34.35 + 0.26
0  033£001 028001 0.39%0.01
Dopgﬂgﬂ’)cm' 4  028+001 025+001 025+001 27.35%0.20
8  034:001 035+001 036+001 56.81+063

Na tabela 13 mostra, o valor de difusédo lateral de DOPC em estudo na
simulacao foi aumentada porque o aumento de espessura da membrana e area
por lipidos no sistema. Também a adsor¢ao de Xe na membrana foi aumento a
rotacional e translacional e o valor de Diat foi elevado mas os desvio padrao dos
erros de DOPC e SM sao iguais. Isto € o coeficiente de difusdo esta bem definido
apenas no limite de longo prazo onde o MSD é proporcional ao tempo (fig. 31 a
33). No sistema de SM os valores aumento na simulagéo 100 ns porque o Xe foi
absorve no sistema, e por causa de aumento a area por lipidos e espessura da
membrana. Por outro lado, quando a concentragao de xénon mais elevada foi
dar uma pressao na parte bidimensional da membrana e a estrutura
bidimensional foi desordenados. Também nestes sistemas o Xe difunde muito
mais que os lipidos, devido as suas pequenas dimensdes e apesar de se
encontrar em concentracdo baixa evoca, ainda assim efeitos mensuraveis

nestas membranas.
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O grafico de MSD em todos os sistemas sao lineares, a difuséo lateral no
sistema DOPC,DOPC/4Xe e DOPC/8Xe s&o fluidos no core hidrofobico da
membrana e os valores muitos baixas (Tab. 13). Por outro lado, o sistema de
DOPC/SM/Chol, DOPC/SM/Chol/4Xe e DOPC/SM/Chol/8Xe sao valores muitos
elevados por causa de xenon, que alterar as membranas no sistema, quando o
sistema aumento pode ser resultado do desordenamento causado pela adsorcao

do xénon.

4.3. Sistema de POPC e POPC/SM/CHOL com Xénon

Para iniciar as simulacdes, os modelos das membranas foram construidos
e solvatados com ferramentas do GROMACS (Van der Spoel & Lindahl, 2010).
Assim foram contruidos modelos de membranas de POPC (128 moléculas de
POPC e 3840 moléculas de agua), SM (144 moléculas de SM e 4320 moléculas
de agua) e POPC/SM/Chol (64 moléculas de POPC, 64 moléculas de SM, 32
moléculas de Chol, 4800 moléculas de agua). A partir de cada um destes trés
sistemas foram construidos sistemas aos quais foram adicionados 4 ou 8 Xe.
Depois de construidas, as membranas (com ou sem Xe) foram simuladas
durante 200 ns, com um passo de integragao de 2 fs, a temperatura de 300 K e
a pressdo de 1 atm. O campo de forca GROMOS96 53a6 foi usado para
descrever todas as interacdes e comportamentos dos componentes de todos os

sistemas.
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4.3.1. Area por Lipidos e Espessura da Membrana

A area por lipido € um parametro lentamente convergente nas simulagdes
de dinamica molecular, mas seu valor médio foi estavel nos 100 ns finais da
simulagao, o que nos levou a concluir que os sistemas simulados haviam atingido
um estado estacionario apos 100 ns da simulagao. Os valores da area por lipidos

com diferentes concentracdes de xénon estao na tabela em baixo:

Tabela 14: Area por Lipidos e Espessura da Membrana

Lipidos nXe ApL/nm? Espessura/nm?

0 0.608 + 0.011 4.03 +0.07

POPC 4 0.602 + 0.012 4.16 +0.07

8 0.602 + 0.011 4.24 +0.07
POPC 0.479 + 0.022

SM 0 0.471+0.016 5.06 +0.15
Chol 0.163 £ 0.013
POPC/SM/Chol POPC 0.481 + 0.020

(2:2:1) SM 4 0.474 +0.019 424 +0.13
Chol 0.176 £ 0.014
POPC 0.483 +0.017

SM 8 0.469 + 0.015 4.37 +0.11
Chol 0.176 £ 0.014

Em todos os sistemas os valores da area por lipido mantém-se,
aproximadamente, constante e dentro dos limites do desvio padrao o que é,
também, visivel nos graficos de variagdo temporal destes paréametros, que
apresentam variacbes bastante sobrepostas (Fig. 34). A ver-se alguma
tendéncia, para o POPC, seria a de uma diminuicao da area, indicadora de um
efeito de condensacao causado pela presenga do Xe que também se reflete num

aumento da espessura de membrana. No sistema de POPC/SM/Chol também o
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valor das areas por lipido se mantém, aproximadamente, constantes e dentro
dos limites do desvio padrédo (este efeito também é visivel nos graficos de
variacao temporal destes parametros). Neste sistema, no entanto a espessura
de membrana sofre uma diminuicdo com a presencga de Xe. Também aqui o Xe,
parece ter um efeito diferente consoante a membrana e o seu estado: na
membrana fluida de POPC vai estabilizar as caudas acilo do POPC e causar um
efeito de condensacgéo, ainda que ligeiro, na membrana rigida de POPC/SM/Chol
tem o efeito contrario desestabilizando a membrana e tornando-a menos

espessa.

75



o
~
IN

T ——POPC ——POPC/4Xe ——POPC/8Xe
£ 069
[S)
a
o
& 064
]
o
g 0.59
<L
0.54
0 50000 100000 150000 200000
t/ps
0.75
g 07 —SM ——SM/4Xe ——SM/8Xe
[ =
~ 0.65
E 0.6
S 055
o
s 05
g
g 045
0.4
0 50000 100000 150000 200000
t/ps
07 | ——POPC —SM ——Chol
E POPC/4Xe ——SM/4Xe ——Chol/4Xe
£ 06 4 ——pOPC/8Xe ——SM/8Xe ——Cchol/8Xe
6 2 o5 ‘
25
g E; 0.4
< L o3
-4
2 9’ M
o
0.1
0 50000 100000 150000 200000

t/ps

Figura 34: Area por lipidos de POPC, SM e POPC/SM/Chol

4.3.2. Parametros de Ordem (-Scp)

Atabela 15 mostra as médias dos parametros de ordem dos carbonos das

cadeias acilo sn-1 e sn-2 de cada lipido e de cada sistema, com ou sem Xe.
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Tabela 15: Pardmetros de Ordem (-Scp) sn-1 e sn-2

-Scp

Lipidos nXe sn-1 sn-2
0 0.139 £ 0.051 0.187 £0.038
POPC 4 0.149 £ 0.048 0.197 £ 0.040
8 0.146 £ 0.047 0.199 + 0.039
0 0.309 £ 0.078 0.406 + 0.039
POPC 4 0.304 £ 0.079 0.395 +0.042
8 0.310 £ 0.080 0.391 £ 0.041
POPC/SM/Chol 0 0.414 £ 0.038 0.409 + 0.071
SM 4 0.406 £ 0.042 0.401 £ 0.071
8 0.406 =+ 0.040 0.401 £ 0.066

Por observacao dos resultados da tabela 15, e como sugerido atras, as
duas membranas estdo em estados diferentes sendo a de POPC mais fluida que
a de POPC/SM/Chol. O efeito do Xe é consistente com o discutido no sub-

capitulo anterior, i.e., aumenta a ordem no sistema fluido e diminui a ordem no

sistema mais rigido.
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Figura 35: Pardmetros de Ordem (-SCD) sn-1 e sn-2 de POPC
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Figura 36: Parametros de Ordem (-SCD) sn-1 e sn-2 de POPC/SM

Na figura acima mostrou que, -Scp ao longo das cadeias sn-1 e sn-2 nos
sistemas POPC e POPC/SM/Chol. Aqui €& visivel o efeito descrito atras:
desordenacdo das membranas fluidas e de perturbacdo das mais ordenadas.
Apercebemo-nos, aqui que este efeito € diminuto o que se pode dever as baixas

concentragdes de Xe.
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4.3.3. Densidade dos Lipidos
4.3.3.1. Densidade de POPC, POPC/4Xe e POPC/8Xe

A Fig. 37 mostra as densidades de massa de cada componente dos
sistemas de POPC, POPC/4Xe e POPC/8Xe. A densidade de massa foi
calculada para as moléculas presentes em cada sistema em estudo (média dos

ultimos 100 ns da simulagéo) ao longo da normal ao plano da membrana como

mostrado na Fig. 37.
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Figura 37: Densidade de POPC, POPC/4Xe e POPC/8Xe

o

No grafico acima, em que as curvas parecem, na generalidade
sobreponiveis, € de salientar a diminuicdo de densidade no centro do core
hidrofébico com a presenca de Xe, que pode ser indicativa de uma separagao

maior entre os lipidos de cada monocamada causada pela presenca de Xe nessa

Zona.
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4.3.3.2. Densidade de POPC/SM/Chol, POPC/SM/Chol/4Xe e
POPC/SM/Chol/8Xe

Densidade ¢ a regiao que ocupada pelo solvente, membrana e a posigao
dos ions no interior da membrana de POPC/SM/Chol, pode se observar a

interface e a posi¢cao de cada molécula no sistema de bicamada.
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No grafico mostra, a densidade de POPC,SM e Chol no interior de agua.
A densidade de POPC ficaram pouco a distancia com o xénon, o SM/4xe ficaram
apertar o xénon e o SM/8Xe foi muito perto de zero e o xénon subiu com SM.
Por outro lado, o valor de Chol foi muito diminuido e mais perto de zero mas o

xénon oito é valor muito maior de Chol.

4.3.4. Pontos de Hidrogénio

A Tabela 16 apresenta a média do numero de pontes de hidrogénio de

cada sistema.

Tabela 16: Pontos de Hidrogénio de POPC e o POPC/SM/Chol

Sistema nXe numHB
POPC-Sol SM-Sol Chol-Sol
0 6.19+0.14
POPC 4 6.08 £0.13
8 6.17 £0.13
0 4.33+£0.08
SM 4 449 +0.15
8 4.42 £ 0.09
0 410+ 0.11 3.72+0.10 0.09 + 0.01
POPC/SM/Chol 4 4.13+£0.14 3.76 £ 0.14 0.22 +0.03
8 4.23+£0.12 3.68 +0.11 0.20 £ 0.03

Nas membranas puras o POPC faz mais pontes de H com o solvente do
que a SMuma vez que se trata de uma membrana mais fluida e como tal o POPC
tem maior liberdade de movimentos e conformagdes podendo interagir com o
solvente de uma forma mais eficiente e com menos rigidez. Na membrana de
POPC/SM/Chol, membrana bastante ordenada, o POPC faz menos pontes de H
com o solvente devido a essa mesma rigidez provocada pela presenca de SM e
Chol. O reverso acontece com a SM que parece mais disponivel para fazer
pontes de H, ou por estar mais exposta ao solvente ou por uma maior
disponibilidade conformacional induzida pela presenc¢a do, mais fluido, POPC. A
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presenga de Xe parece nao ter grande influencia nestas interagdes de interface
uma vez que as pontes de H se mantém, aproximadamente constantes (dentro

dos limites dos desvios padréao), com a presencga de Xe.

4.3.5. Dinamica de Rotacional

Foi avaliada a dinamica de rotacional de eixos selecionados: os eixos sn-
1 e sn-2 (definidos entre os 2° e penultimos carbonos acilo de cada cadeia) e o
eixo P-N (definido entre o P do fosfato e o N da colina). Para tal, e como explicado
anteriormente, foram calculadas as fungdes de autocorrelagdo dos movimentos
rotacionais de cada um destes eixos para os ultimos 100 ns das simulagdes (Fig.
39). Para facilitar a analise deste conjunto grande de curvas/resultados,
calcularam-se as médias dos valore de C(t) para cada eixo (Tabela 17), o que

nos da informacgao extra e auxilia a interpretacédo das curvas.
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Figura 39: Dindmica de Rotacional do eixo P-N

O eixo P-N do POPC na membrana pura, permanece inalterado com a
presenca de Xe ao contrario da membrana de SM onde a concentragao mais alta
de Xe evoca uma fluidizagédo ainda que ligeira da membrana. (Fig. 39 e Tabela

17). No sistema POPC/SM/Chol observa-se uma fluidizagdo da SM e uma
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resposta dupla para o POPC (Fig. 39) uma ordenagdo para a primeira
concentracdo de Xe e uma fluidizacdo para a mais alta. A membrana de
POPC/SM/Chol é bastante ordenada, mas possui ainda algum espacgo vazio que
a concentracao mais baixa de Xe pode sera ser ocupado pelas moléculas de Xe
nao sendo isso possivel na concentragdo mais alta, o Xe vai desestabilizar a

estrutura ordenada da membrana, evocando, assim este efeito de fluidizagao.
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No sistema de POPC puro o Xe tem pouco efeito sobre a dinamica
rotacional dos eixos sn-1 e sn-2 (Fig. 40 e 41 e Tabela 17). A membrana de
DOPC é bastante fluida com muito volume livre que o Xe pode ocupar sem
interferir grandemente com o POPC. O mesmo ndo pode ser dito da membrana
de SM que é muito ordenada e, como tal, tem pouco espaco livre e aqui o Xe
provoca restricdes ao movimento rotacional de ambos os eixos em estudo (Fig.
0 e 41 e Tabela 17). A membrana de POPC/SM/Chol é bastante rigida e
ordenada de tal forma que a presenga de Xe vai causar disrupgao dessa ordem

e rigidez tornando os eixos em estudo mais dinamicos (Fig. 40 e 41 e Tabela 17).

Um efeito semelhante ao do eixo P-N do POPC vai sofrer a dindmica do
Chol que parece menos fluido com a concentragao baixa de Xe e mais fluido com
a mais alta. A SM parece interagir de forma diferente ou preferencial com o Xe,

sendo que esta observacdo merece ser aprofundada no futuro.
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Tabela 17: Dinamica de Rotacional de Eixos de POPC e o POPC/SM/Chol

C(t)
Lipidos nXe sn-1 sn-2 P-N Chol
0 0.380+0.080 0.398+0.069 0.257 + 0.121
POPC 4 0405+0.074 0411+0.066 0.266 + 0.124
8 0405+0.075 0.429+0.063 0.256+0.115
0 0.905+0.012 0.923+0.008  0.682+ 0.067
POPC 4 0.881+0.018 0.919+0.007 0.716 + 0.057
8 0.879+0.017 0.904+0.011 0.647 +0.080
POPC/SM/ 0 0.926+0.006 0.941+0.006 0.941+ 0.006
CHOL SM 4 0907+0.011 0.935+0.005 0.697 +0.053
(2:2:1) 8 0.913+0.008 0.920+0.009 0.635 + 0.065
0 0.619 + 0.095
CHOL 4 0.665 + 0.060
8 0.581 + 0.085

4.3.6. Difusao de Lateral

Difusdo lateral sdo os coeficientes que calculados a partir do
deslocamento quadratico médio bidimensional. Os resultados da simulagao

estdo nos seguintes tabela:
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Tabela 18: Difusao de Lateral de POPC e POPC/SM/Chol

Diat/108cm?3s™

Sistema nXe
POPC SM Chol Xe
0 4.11 £0.01
POPC 4 2.66 £ 0.01 292.50 £ 0.94
8 2.12 +0.01 250.00 £ 2.21
0 0.12+0.01
SM 4 0.12+0.01 29.69 + 0.30
8 0.10 £ 0.01 34.35 1+ 0.26
0 0.22+0.01 0.18+x0.01 0.15%0.35
POP(C;IE':V,III)ChOI 4 0.18+0.01 0.17+0.01 0.12%0.35 24.70 + 021
8 0.36 £0.01 0.23+£0.01 0.34+0.35 452.50*1.65

Na tabela 18 mostra, o valor de difusdo lateral de POPC em estudo na
simulacao foi aumentada porque o aumento de espessura da membrana e area
por lipidos no sistema. Também a adsor¢gao de Xe na membrana foi aumento a
rotacional e translacional e o valor de Diat foi elevado mas os desvio padréao dos
erros de POPC e SM sao iguais. Isto € o coeficiente de difusao esta bem definido
apenas no limite de longo prazo onde o MSD é proporcional ao tempo (fig. 42).
No sistema de SM os valores aumento na simulagdo 100 ns porque o Xe foi
absorve no sistema, e por causa de aumento a area por lipidos e espessura da
membrana. Por outro lado, quando a concentracdo de xénon mais elevada foi
dar uma pressao na parte bidimensional da membrana e a estrutura
bidimensional foi desordenados. Nestes sistemas o Xe difunde muito mais que
os lipidos, devido as suas pequenas dimensdes e apesar de se encontrar em

concentragio baixa evoca, ainda assim efeitos mensuraveis nestas membranas.
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5. Conclusao

E objetivo desta tese contribuir para a compreensao do comportamento
das moléculas de xénon em interagdo com modelos de membranas. Observou-
se que apesar de se encontrarem em concentracdes baixas, as moléculas de
xénon, induzem nas membranas alteragées mensuraveis. Essas alteragdes séo
dependentes da composicao membrana e da fase da propria membrana. De uma
maneira geral o xénon induz um incremento na ordem de membranas mais

fluidas e induz fluidizagédo e desordem em membranas mais ordenadas.

Estas alteracdes, individualizadas, merecem agora um aprofundamento,
principalmente ao nivel do tipo e forma da interacdo do xenon com cada lipido,

a sua proximidade e particularidades.
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