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Resumo

As interacoes entre farmacos e biomembranas em nivel microscopico contribuem para
o esclarecimento das agoes de uma ampla variedade de medicamentos e para o desen-
volvimento e aprimoramento da liberagao controlada de farmacos. Pesquisas recentes
destacam o impacto de certos medicamentos sobre as membranas, as quais sao essenciais
para o corpo humano ao separarem o ambiente intra e extracelular, funcionando como
barreira seletiva para as células. Farmacos como aspirina (ASP), ibuprofeno (IBU) e
indometacina (IND), classificados como anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINEs) tém
sido estudados por sua capacidade de alterar as propriedades das membranas lipidicas.
Ao interagirem com a bicamada, esses compostos podem modificar as propriedades da
membrana, influenciando diretamente na sua fluidez e na sua capacidade de interagir
com outros medicamentos. Além disso, traz a tona uma outra possibilidade para explicar
os efeitos colaterais dos AINEs. Sendo assim, busca-se elucidar as interac¢oes entre as
membranas modelo de DMPC e os AINEs através de uma abordagem computacional via
dindmica molecular (DM) all-atom. Os estudos de DM foram conduzidos utilizando o
programa GROMACS, onde realizou-se uma série de simulagoes, utilizando sistemas de
membranas modelo compostas por lipidios DMPC na presenca de dgua, de colesterol e de
AINEs (aspirina, ibuprofeno e indometacina). Foram realizadas 5 simulagoes diferentes,
tendo em vista diferentes sistemas: (a) DMPC, (b) DMPC + ASP, (¢) DMPC + IBU, (d)
DMPC + IND e (e) DMPC + CHL, sob a mesma temperatura. Observando as interagoes
em funcao da composicao da membrana, apds as simulacoes, verificou-se uma diminuicao
da espessura das bicamadas, aumento da area por lipidio, uma maior desorganizacao dos
lipidios e consequentemente uma diminuicao no moédulo da elasticidade da membrana,

apresentando uma membrana mais fluida na presenca dos AINEs.

Palavras-chave: Membranas, anti-inflamatérios, DMPC e dindmica molecular.



Abstract

The interactions between drugs and biomembranes at the microscopic level help clar-
ify the actions of a wide variety of medications and contribute to the development and
enhancement of controlled drug release. Recent research highlights the impact of cer-
tain drugs on membranes, which are essential for the human body as they separate the
intra- and extracellular environments, acting as selective barriers for cells. Drugs such
as aspirin (ASP), ibuprofen (IBU), and indomethacin (IND), classified as nonsteroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs), have been studied for their ability to alter lipid mem-
brane properties. By interacting with the bilayer, these compounds can modify membrane
properties, directly influencing its fluidity and its capacity to interact with other drugs.
Furthermore, this interaction brings forth a potential explanation for the side effects of
NSAIDs. Therefore, this study aims to elucidate the interactions between DMPC model
membranes and NSAIDs through a computational approach using all-atom molecular
dynamics (MD). MD studies were conducted using the GROMACS program, perform-
ing a series of simulations with model membrane systems composed of DMPC lipids in
the presence of water, cholesterol, and NSAIDs (aspirin, ibuprofen, and indomethacin).
Five different simulations were performed, considering different systems: (a) DMPC, (b)
DMPC + ASP, (¢) DMPC + IBU, (d) DMPC + IND, and (¢) DMPC + CHL, all at
the same temperature. Observing the interactions as a function of membrane composi-
tion, the simulations showed a decrease in bilayer thickness, an increase in the area per
lipid, greater lipid disorder, and consequently a decrease in membrane elasticity modulus,

resulting in a more fluid membrane in the presence of NSAIDs.

Key-words: Membrane, anti-inflammatory, DMPC, molecular dynamic.
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1 Introducao

As interagoes entre farmacos e biomembranas em nivel microscopico sao fundamen-
tais no avango da farmacologia moderna, contribuindo com o esclarecimento das agoes
de uma ampla variedade de medicamentos além do desenvolvimento e aprimoramento da
liberagao controlada de farmacos. [1,2] Entender o papel dessas interagoes nas proprie-
dades de um farmaco é fundamental para a compreensao de suas atividades fisiologicas e
de sua citotoxicidade, desenvolvendo assim medicamentos mais eficazes. As membranas
sao essenciais para as células do corpo humano, atuam como barreira e promovem pro-
tecao as organelas. Sua estrutura formada por uma bicamada lipidica, separara o meio
extracelular e intracelular garantindo a homeostase das células. [2-4]

As membranas celulares sao principalmente formadas por moléculas de fosfolipidios,
0s quais asseguram a estruturacao e a funcionalidade celular. [5] Além disso, em conjunto
com os lipidlos estao presentes proteinas e esterdis. As proteinas associadas & membrana
tém um papel multifuncional, que abrange tanto o transporte de substancias pela mem-
brana quanto a atuagido como receptores para sinais quimicos. [5-7] Enquanto os esterois,
como o colesterol, ajudam a regular a fluidez da membrana, conferindo-lhe estabilidade
e resisténcia. Juntos, fosfolipidios, proteinas e esterdis corroboram para a integridade
e funcionalidade das membranas, sendo assim a primeira barreira para os farmacos ao
entrar em uma célula. [8]

Uma propriedade basica da membrana consiste na capacidade de subsistir em diferen-
tes fases, incluindo a fase liquida (L,) e a fase sélida (Lg), podendo essa ser cristalina
ou em gel. A transicao entre essas fases é resultado direto da variacdo da temperatura,
onde em temperaturas mais baixas a fase gel é favorecida e em temperaturas mais altas
a fase liquida, como podemos observar na Figura 1. A heterogeneidade composicional
da membrana impacta diretamente a sua temperatura de transicao. Regides com alta
concentragao de lipidios saturados apresentam temperaturas de transicao mais elevadas,
enquanto areas ricas em lipidios insaturados exibem temperaturas de transicao mais bai-
xas. [9].

O funcionamento ideal da bicamada lipidica e de suas proteinas é essencial para pre-
servar as propriedades fundamentais da membrana, como fluidez, permeabilidade seletiva
e capacidade de interacao com outras moléculas, assegurando assim o correto funciona-
mento dos sistemas biologicos. Qualquer alteracao substancial nessas propriedades pode
ter impactos adversos em suas fungoes e, em ultima analise, pode resultar em disfungoes
ou doengas. [11]

Varios estudos experimentais recentes tém destacado que certos farmacos podem exer-

cer um impacto sobre as membranas. Exemplos como a aspirina, a indometacina, a ni-
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Figura 1 — Diagrama de fase para o DMPC em funcao da fracao volumétrica de lipidio
(¢). EW denota excesso de dgua e "C'"o ponto triplo.
Adaptado da Ref. [10]

mesulida, entre outros, tém sido notados por influenciarem a temperatura de transicao
das membranas. [12,13] Esses farmacos ao penetrar as bicamadas, induzem alterac¢oes na
temperatura de transi¢ao dos lipidios e assim levam a alteracao de sua fluidez. [11] Alterar
a fluidez de uma membrana, afeta diretamente sua permeabilidade e suas intera¢des com
outros farmacos, sendo assim é crucial avancar no desenvolvimento de abordagens experi-
mentais e computacionais para aprofundar a compreensao das interagoes entre farmacos
e membranas. [14]

Anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) sdo uma classe de farmacos conhecidos
por suas propriedades anti-inflamatérias, analgésicas e antipiréticas. [15] Os AINEs sao
comumente utilizados como agentes terapéuticos, ndo apenas por prescricdo médica, mas
muitos deles também estao disponiveis para compra sem necessidade de receita médica,
o que facilita a automedicagdo. Farmacos como aspirina, ibuprofeno, diclofenaco, indo-
metacina e muitos outros estao entre os AINEs mais amplamente utilizados em todo o
mundo. [14-16] Essa classe de farmacos, além de seu uso usual, tém demonstrado grande
potencial para serem utilizados como terapia principal em patologias cronicas, como ar-
trite [17, 18], cancér [19] e doenga de Alzheimer. [20,21]
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Aspirina Ibuprofeno Indometacina

Figura 2 — Estrutura dos AINEs.
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O mecanismo central de acao dessa classe de farmacos baseia-se na inibigcao da via das
ciclooxigenases (COX), a qual a ser inibida barra a conversao do acido araquidénico em
prostaglandinas. [14,16,22,23] A COX apresenta-se em duas isoformas principais sendo
a COX-1 expressa no trato gastrointestinal, para protecdo, enquanto a COX-2 é ativada
por processos inflamatérios, como citocinas e fatores de crescimento. Logo, os efeitos
terapéuticos dos AINEs sdo atribuidos a inibicao seletiva da enzima COX-2. [24]

As prostaglandinas, geradas a partir da conversao do acido araquidonico pelas COX,
sao fundamentais nas respostas inflamatoérias, cuja producao é aumentada nos tecidos
inflamados. [25] Portanto, os AINEs, ao agirem sobre as enzimas COX, resultam auto-
maticamente no bloqueio da producao das prostaglandinas, e consequentemente, inibem
as inflamacgoes. Quando utilizados em excesso, muito fala-se sobre seus possiveis efeitos
colaterais, e como os mesmos a saude do corpo.

Trabalhos recentes tém investigado como essa classe de farmacos pode afetar direta-
mente as propriedades da membrana, demonstrando que a interagao entre ambos pode
induzir a uma diminuicao da espessura da bicamada, e até causar alteragoes na elastici-
dade ou na curvatura da mesma. [7,26,27] Essas interagoes entre farmacos e membranas
dependem de diversos parametros, como a estrutura quimica tanto do farmaco quanto dos
lipidios, o estado de agregacao da bicamada e a concentragao do farmaco. Entretanto,
mesmo com varios estudos acerca dessas interagoes, uma visao microscopica da ligagao dos
AINEs com as membranas celulares nos permite ampliar a compreensao dos mecanismos
de interacao entre ambos relacionando suas ac¢oes terapéuticas e seus efeitos colaterais.

A partir da necessidade deste entendimento, as simulacoes de dindmica molecular
(DM) como uma complexa ferramenta, permite a compreensao dos processos biofisicos-
quimicos e confere uma dimensao dinamica aos dados estruturais tanto de um ponto de
vista macroscopico quanto microscépico. [28,29] Sendo assim, as simulagoes corroboram
para o entendimento amplo dessa interagoes descrevendo o comportamento das mesmas
a nivel molecular (e.g. ligagoes de hidrogénio), a dindmica das moléculas do sistema
(e.g. difusao lateral dos lipidios), as alteragdes estruturais da bicamada (e.g. pardmetro
de ordem), propriedades mecénicas (e.g. médulo de elasticidade e de flexdo) e aspectos
termodinamicos do sistema.

Através dessa perspectiva computacional, o presente trabalho busca realizar diferentes
simulagoes em sistemas de bicamada lipidica. Sobre a presenca de AINEs, como a aspirina,
o ibuprofeno e a indometacina procuramos compreender como ocorre essas interagoes entre

farmaco-membrana e como os AINEs afetam as propriedades da membrana.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Membranas

Originado pela integracao de atomos e de moléculas, as células do corpo humano sao
fundamentais para a estrutura e a fungao de um ser vivo. [30] Definem-se pelas suas indivi-
dualidade e pelas suas capacidades de serem identificaveis, devido as suas caracteristicas
Unicas em termos de estrutura, funcdo e tamanho. Cada célula atua em determinada
parte do organismo garantindo o perfeito funcionamento e sobrevivéncia das formas de
vida. [31] Entender a fisiologia celular é entender sua composigao estrutural e suas estru-
turas internas e externas para por fim compreender os processos biologicos e quimicos da
mesma. As células sdo constituidas por varias estruturas, destacando-se trés em particu-
lar: as membranas celulares, que envolve a célula; o niicleo, onde esta o material genético;
e o citoplasma, localizado no interior celular. [30]

As membranas em torno das células revelam-se como barreiras seletivas, assegurando
a homeostase interna celular. Seu papel de barreira mecanica, regula a entrada de nutri-
entes e saida de residuos, auxiliando no equilibrio e separando o meio intra e extracelu-
lar. Portanto, as membranas apresentam permeabilidade seletiva, permitindo a passagem
controlada de certas substéncias enquanto restringem outras. [32,33] Os principais consti-
tuintes das membranas sao lipidios, proteinas e carboidratos, com a composi¢ao variando

significativamente entre diferentes tipos de células. [34]

Cauda Hidrofébica Cabeca Hidrofilica

OpeINIESU] OXEID OPRY
OpBINIES OXBID) OPPRY

103991
018JS04

Figura 3 — Estrura de fosfolipidio.
Adaptado da Ref [35]

Os fosfolipidios, seguidos pelos esfingolipidios, sao os lipidios mais abundantes presen-
tes nas biomembranas. Esses lipidios s@o compostos por um grupo fosfato ligado a uma

molécula de glicerol e duas caudas de acidos graxos. O grupo fosfato, devido a sua carga



negativa, confere carater polar a cabeca da molécula, caracterizando-a como hidrossoli-
vel (hidrofilica). Enquanto os acidos graxos, que sdo neutros, apresentam carater apolar,
caracterizando como lipossolavel (hidrofébico) como mostra a Figura 3. [36]

A partir desse comportamento, os lipidios formam uma bicamada lipidica quando
autoassociam-se em solugoes aquosas. [5] As caudas hidrofébicas orientam-se para o centro
da bicamada, afastando-se da dgua que circunda. Enquanto as cabecas hidrofilicas se
posicionam na superficie externa e interna da célula, mantendo contato direto com o
meio externo e interno, permitindo assim a segregacao dos ambientes como mostra a
Figura 4 [35]. Além dos lipidios, as membranas podem conter também moléculas como
o colesterol, os quais se intercalam entre os fosfolipidios e atuam como separadores das
cadeias de acidos graxos. Ao se alinhar aos lipidios, devido a seu carater anfipatico, o
colesterol reduz o movimento das cadeias de carbono, aumentando a ordem e estabilidade
da membrana. Sendo assim, a presenca de moléculas de colesterol influencia diretamente
nas propriedades das membranas e principalmente em sua fluidez. [30,37,38]

Outro componente fundamental da bicamada sdo as proteinas que atuam tanto no
transporte de substancias quanto na atividade enzimatica, encontrando-se inseridas ou
acopladas & membrana. [39] As proteinas acopladas sdo conhecidas como proteinas peri-
féricas, localizando-se na superficie da bicamada. Enquanto as proteinas inseridas, cha-
madas de proteinas integrais, atravessam toda a membrana devido as suas proprieades
anfipaticas. [40,41] A internalizacdo das proteina influencia diretamente no seu papel
perante a membrana, auxiliando assim na funcionalidade celular.

Por fim, ha a presenca também de carboidratos que podem estar ligados as proteinas
e aos lipidios na superficie externa da membrana. Esses carboidratos atuam de diversas
maneiras: como ajudantes de adesdo, receptores de sinais e até auxiliando na protecao.
Nas membranas, os mesmos estendem-se para fora da célula, podendo ser divididos em
duas classes: as glicoproteinas, quando associados a proteinas e os glicolipidios, quando
associados a lipidios. Juntos formam uma espécie de revestimento intitulado glicocalix,
situando-se na parte externa. [36]

A explicagdo desse comportamento de bicamada da membrana foi apresentada pela
primeira vez por Singer e Nicholson, em 1971 e 1972. Intitulado Modelo de Mosaico Fluido
(F-MMM), retratou as membranas biolégicas como uma matriz composta principalmente
por uma bicamada fluida de fosfolipidios com proteinas integrais globulares e glicoprotei-
nas intercaladas na bicamada lipidica fluida. [42] Essa descrigdo de modelo destaca-se até
hoje, visto que aproxima ao conhecimento atual do que se é membrana e define como uma
estrutura dindmica onde tanto lipidios quanto proteinas podem mover-se lateralmente e
interagir entre si, [43]

Nas propriedades das membranas celulares, é importante destacar também sua carac-
teristica polimorfica, que lhe permite formar diferentes tipos de estruturas organizadas.

Tal comportamento pode ser regulado por diversas condi¢oes, como seu grau de hidra-
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Extracelular
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Figura 4 — Estrutura da bicamada lipidica.
Adaptado da Ref. [35]

tagdo, a composicao lipidica, temperatura, pressdo, forga i6nica e pH. [44]. Um dos
comportamentos importantes das biomembranas é sua capacidade de existir em quatro
estados diferentes: sdlido, com fase cristalina (L.) e fase gel (Lg), fase ripple (P;3) e fase
liquida (Ly). [9]

A disting¢ao dessas fases é caracterizada pela conformacao dos lipidios, onde na fase gel
os lipidios estdao organizados de maneira ordenada, ocasionando uma rigidez das cadeias.
J& na fase liquida, os lipidios encontram-se desordenados, levando ao aumento do volume
total e na diminuigao da tensao da membrana [45] como ilustrado na Figura 5. A espessura
da membrana também altera nas diferentes fases, sendo na fase gel aumentada e na fase
liquida diminuida. A diferenciacao das fases pode provir de diferentes impactos sob a

membrana, como a temperatura do meio e a composicao dos componentes presentes.

Fase Cristalina Fase Gel

i sl

Fase Ripple Fase Liquida

TSRO TR A S D]

Figura 5 — Estrutura da bicama lipidica em diferentes fases.
Adaptado da Ref. [46]

- =

Em temperaturas mais baixas, as membranas tendem a assumir predominantemente
a fase sélida. Em contrapartida, a medida que a temperatura aumenta, as membranas
tornam-se mais desordenadas, entrando na fase liquida. A organizacao dos lipidios, afeta

diretamente a fluidez da membrana: membranas desordenadas sao mais fluidas do que
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Tabela 1 — Temperatura de transicao de diferentes fosfolipidios.

Grupo Lipidico Temperatura de transicao
Tm (K)
Dimyristoyl 297
phosphatidylcholine (DMPC)
Distearoyl PC (DSPC) 328
Dipalmitoyl phosphatidylethanolamine (DPPE) 336
Dipalmitoyl PC (DPPC) 314

Adaptado da Ref. [48]

aquelas com lipidios ordenados. [9,47] Em muitos sistemas biolégicos, a fase liquida pre-
domina devido as condigoes fisiolégicas de temperatura [9,47]

A temperatura de transicao (7,,) necessaria para que ocorra essa mudanga de fase
¢ influenciada pela composicao da membrana. Os fosfolipidios demonstram grande he-
terogeneidade em suas cadeias, a qual é determinante para a temperatura de transicao.
Os fostfolipidios que possuem cadeias mais curtas geralmente apresentam temperaturas de
transicao menores em comparacao com aqueles que possuem cadeias mais longas, como
mostrado na Tabela 1. [48,49]

Os principais lipidios estruturais das membranas eucariéticas sao os glicerofosfolipi-
dios, entre os quais a fosfatidilcolina zwitteridnica representa mais de 50% dos fosfolipidios
de membrana. [20,50] As fosfatidilcolinas na sua estrutura, apresentam uma cabega polar
incluido de uma molécula de colina ou etanolamina ligada a um grupo fosfato. Derivado
desse grupo, o DMPC, ou 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, ¢ um fosfolipidio
com uma temperatura de transicao de aproximadamente 297 K, com uma pré-transicao
ocorrendo entre 287 K e 289 K. (ver Figura 6) [51]

Figura 6 — Estrutura DMPC.

2.2 Anti-Inflamatdrios Nao Esteroidais

Descoberto em 1897, o acido acetilsalicilico, conhecido como aspirina foi o primeiro
anti-inflamatorio a ser comercializado no mundo, inovando a industria farmacéutica e
mercado global. [52] Atualmente, os Anti-Inflamatérios Nao Esteroidais (AINEs) estao
entre as classes de farmacos mais consumidos no mundo, devido aos seus efeitos analgési-

cos, anti-inflamatoérios e antipiréticos. Suas trés principais agoes ajudam o corpo humano
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a modular as respostas inflamatérias, aliviar certos tipos de dor e reduzir a temperatura
elevada, tornando-os funcionais para uma variedade de condigoes clinicas. [53]

Em funcao desses fatores, podem apresentar grande eficicia no alivio de dores asso-
ciadas a patologias cronicas, como artrite, osteoartrite e artrite reumatoide. [17,18,22].
Estudos clinicos e epidemiolégicos demonstram os possiveis efeitos também frente ao trata-
mento de cancer [19], doenca de Alzheimer [20,21] e doengas cardiovasculares [26]. Logo,
esses medicamentos possuem uma ampla gama de aplicagoes terapéuticas, que variam
conforme suas classes e seus principais alvos biolégicos.

Vale ressaltar que o uso indiscriminado de AINEs pode acarretar em uma série de com-
plicacoes para o corpo como: no trato gastrointestinal, ocorrendo o desenvolvimento de
esofagite, gastrite e duodenite, tlcera gastrica ou duodenal [54,55]; e no sangue, distirbios
hematolégicos graves, como trombocitopenia, agranulocitose, anemia aplastica e anemia
hemolitica. [56] Outros disttirbios sdo também mencionados na literatura; no entanto,
optou-se por citar esses devido a sua maior prevaléncia.

O primeiro mecanismo de a¢ao dos AINEs, foi proposto por John Vane em 1971, onde
demonstrou que essa classe de farmacos produzia seus efeitos a partir da inibi¢ao da sintese
de prostaglandinas. [57] Anos depois, foi identificada duas isoformas da enzima envolvida,
nesse processo, a ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2), responsaveis pelo producao das
prostaglandinas. [58]

As prostaglandinas sao reconhecidas por envolveram-se em processos fisioldgicos e
patoldgicos, atuando como mediadoras nos processos inflamatoérios. A cascata de sintese
desses compostos inicia na liberacao de acido araquidonico pelas membranas celulares.
Os fosfolipidios presentes na bicamada, sofrem agdo da enzima fosfolipase (Ay) gerando
a libertacao desse acido. [59, 60] O acido araqiiidonico liberado serve como substrato
para duas possiveis vias distintas: a via das ciclooxigenases, e a via das lipoxigenases.
A via das ciclooxigenases é de particular interesse devido a sua funcao na producao de
prostaglandinas. [61]

Dentro da via das ciclooxigenases podemos encontrar atualmente trés isoformas da
enzima: a COX-1, a COX-2 e a COX-3. A cicloxigenase-1 (COX-1) foi a primeira enzima
a ser caracterizada e estd presente nas células em condigdes fisiologicas, sendo sua prin-
cipal caracteristica ser uma enzima constitutiva essencial para a modulagdo das funcoes
gastrointestinais, renais e a homeostase vascular. [57] A cicloxigenase-2 (COX-2) jé é res-
ponsével pelos processos inflamatérios e producao das prostaglandinas. [57] A terceira e
ultima cicloxigenase, a (COX-3) é a COX mais recente descoberta e estima-se que esteja
ligada a sintese da lipoxina, podendo estar presente no SNC. [60]

Seguindo a via do processo inflamatério, a COX-2 catalisa a oxigenagao do acido
araqiiidonico convertendo-o em prostaglandinas e tromboxanos, dando origem aos prin-
cipais prostanéides mediadores de inflamagao. [25] Os Anti-Inflamatoérios nao esteroidais

(AINEs) tem sua agdao decorrida da inibigdo das cicloxigenases, resultando diretamente
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no bloqueio da producgao das prostaglandinas e tromboxanos como demonstra a Figura 7.
O bloqueio da acao da produgao desses prostandides resulta direto no controle da infla-
macao, por isso essa classe intitula-se anti-inflamatorios. Sabe-se também que os efeitos
anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos resultam da inibicao da COX-2, enquanto

os efeitos colaterais indesejados sdo decorrentes da inibi¢ao da COX-1. [62]

‘ Membrana celular '
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Figura 7 — Cascata do processo inflamatério.
Adaptado da Ref [63]

Com base em sua estrutura quimica, os AINEs formam um grupo heterogéneo de
acidos orgénicos fracos, estruturados pela combinac¢ao de uma parte acida (como acido
carboxilico ou endis) com um grupo funcional aromético plano. (Figura 2) Sao divididos
internamente em classes, de acordo com sua seletividade para inibir as enzimas ciclo-
oxigenase, com base em suas estruturas e com base na sua meia-vida. [58] Dividem-se
principalmente em inibidores nao seletivos e inibidores seletivos de COX, inibindo tanto
a COX-1 como a COX-2. Os AINEs seletivos de COX-2, sao constituidos de um grupo
sulfonamida (celecoxibe, valdecoxibe) ou um grupo metilsulfona (rofecoxibe, etoricoxibe),
tendo uso preferencial pelos inibidores da COX-2 visto que essa enzima é a responsavel
pelas inflamagoes. Ja os AINEs nao seletivos, inibem tanto a COX-1 quanto a COX-
2 e sao parte desse grupo o ibuprofeno, diclofenaco, aspirina, indometacina, nimesulida,
naproxeno e muitos outros. Dentro dos inibidores nao seletivos temos ainda a classificagao

de qual acido cada AINEs é derivado.
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2.3 Interacdo membrana e AINEs

Os farmacos e as membranas celulares possuem uma relagao direta, visto que a grande
maioria dos farmacos tem como alvo as proteinas das células. Estudar essa interacao
permite o desenvolvimento de medicamentos mais potentes e eficazes. A correta interacao
dos farmacos com as proteinas da membrana garante o funcionamento do medicamento
e sua permeabilidade na célula. Assim, as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
como solubilidade e lipofilicidade, influenciam sua capacidade de atravessar a membrana
e alcangar seu alvo. [64]

Estudos recentes tém demonstrado como os anti-inflamatorios podem afetar as mem-
branas celulares. Ao interagirem com essas membranas, esses medicamentos acabam influ-
enciando tanto a estrutura quanto a funcao das células. No que diz respeito a estrutura, os
anti-inflamatérios nao esteroides (AINEs) podem alterar a fluidez e a permeabilidade das
membranas celulares. Essas alteracoes estruturais podem, automaticamente, acarretar
consequéncias nas func¢oes das células.

A principal alteracao causada pelos AINEs nas membranas celulares é a modificacao
da fluidez e, consequentemente, da permeabilidade. [2] Essas mudangas ocorrem porque
muitos AINEs sao anfipaticos, possuindo regides hidrofilicas e hidrofobicas. Essas pro-
priedades permitem que os AINEs se integrem nas bicamadas lipidicas das membranas
celulares, perturbando sua organizacao e dinamica. Diversas pesquisas buscam entender
como ocorre essa interacao e demonstram que a presenca de AINEs acelera o movimento
lateral e interno das membranas, intensificando as perturbacoes na organizacao e dinamica
das bicamadas lipidicas. [20]

Outro efeito fundamental dos AINEs é o amolecimento das membranas na presenga
desses anti-inflamatorios, sendo que a magnitude desse efeito depende fortemente da estru-
tura quimica do AINE e do estado fisico da membrana. [20]. A modificagdo da membrana
pode resultar em mudancas significativas em suas propriedades biofisicas, como compor-
tamento de fase, espessura, modulo de flexdo e permeabilidade. Portanto, a elucidagao
desses resultados possibilita a compreensao dos potenciais efeitos no corpo que os anti-
inflamatoérios possam a vir a ter, tanto benéficos quanto maléficos. [65]

Diversas pesquisa, vem buscando demonstrar como os anti-inflamatoérios nao esteroi-
dais podem afetar a membrana. De acordo com Sharma [20] os AINEs ao interagir com as
bicamadas lipidicas afetam a temperatura de transicao de fase. Em algumas circunstan-
cias, os AINEs podem baixar a temperatura de transicao de fase, tornando a membrana
mais fluida a temperaturas mais baixas do que o normal. Esta maior fluidez pode aumen-
tar a permeabilidade da membrana, permitindo uma maior passagem de moléculas através
dela, o que pode ser benéfico para a distribui¢ao do préprio farmaco, mas também pode
comprometer a funcdo de barreira da membrana e afetar processos celulares criticos. [14]

Por outro lado, hé casos em que os AINEs podem estabilizar certas fases da membrana,
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Figura 8 — Sistema de dindmica molecular mostrando farmacos (moléculas em roxo) aco-
pladas a uma bicamada lipidica.

impedindo a transicao de gel para liquido-cristalino e, portanto, tornando a membrana
mais rigida. Esta rigidez aumentada pode afetar negativamente a func¢ao das proteinas
de membrana, que dependem da fluidez lipidica para se moverem e funcionarem ade-
quadamente. Estes efeitos sobre a temperatura de transicdo de fase nao sao uniformes
para todos os AINEs e podem depender da estrutura quimica especifica do farmaco e da
composi¢ao lipidica da membrana.

A dindmica molecular permite, por meio de simulacoes, inserir esses farmacos em
biomembranas e determinar seu efeito sobre as propriedades termodinamicas e mecanicas.
Esses resultados nos fornecem uma compreensao sobre esses processos e suas interagoes,

oferecendo insights valiosos para a formulagdo de medicamentos futuros.

2.4  Simulacoes

2.4.1 Dinamica Molecular

Definido pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) a dindmica
molecular (DM) é um procedimento de simulagao que consiste no calculo do movimento
dos atomos em solidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de Newton. [66,67] Sendo
assim, as simulagoes de DM predizem como cada atomo presente em um sistema molecular
se movera ao longo do tempo. Para isso, baseia-se na segunda lei de Newton, que afirma
que a forca atuando sobre uma particula é igual a massa dessa particula multiplicada pela
aceleragao (Fy, = a;.m;), onde F,, é a forga aplicada ao 4tomo i na posi¢do x, t é o tempo,

v a velocidade e a; a aceleragao do atomo ¢ como demonstra a equagao 2.1.
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2 A,
i m; = j.mi = a;.m; (2.1)

F, = .
oAt At
A partir dessa equacao previu-se que as simulagdes permitem capturar as trajetérias

atomicas, incluindo as mudancas conformacionais, interagoes com ligantes e dobramento
de proteinas, revelando as posi¢oes de todos os dtomos. [68] . Sendo assim, estima-se que
dadas as posigoes de todos os dtomos em um sistema biomolecular (por exemplo, uma
proteina cercada por dgua e talvez uma bicamada lipidica), poderia-se calcular a forga
exercida em cada atomo capturando cada posi¢do e movimento dos atomo para cada ponto
no tempo.

Historicamente, as primeiras simulagoes de DM de gases simples foram realizadas
no final da década de 1950 dando inicio a um novo passo dentro da quimica tedrica e
experimental. Os primeiros estudos de DM focaram em sistemas simples, como gases
ideais e liquidos homogéneos. [29] Passados os anos, com os avangos tecnolégicos e o
aumento da capacidade computacional, a DM foi estendida para sistemas mais complexos.
No final de década de 1970, realizou-se a primeira simulacdo de DM de uma proteina, o
inibidor de tripsina pancredtica bovina (BPTI), a qual desencadeou em um Prémio Nobel
de Quimica em 2013. [69]

Atualmente, conforme previsto pela Lei de Moore, as simulagoes utilizando potenciais
mais refinados e tempos de execugao mais longos estao se tornando viaveis para siste-
mas complexos, gragas ao continuo aumento de velocidade dos computadores. [29] Porém
ainda existem limitagoes nos métodos de simulacao, uma vez que os mesmos apresentam
resultados aproximados.

Sendo assim, o experimento pratico desempenha um papel essencial na validagao das
simulagoes; comparagoes com dados experimentais servem para testar a precisao dos re-
sultados calculados e fornecem critérios para melhorar a metodologia. [70] Quando as
comparagoes experimentais indicam que as simulacgoes sao significativas, sua capacidade
de fornecer resultados detalhados frequentemente torna possivel examinar aspectos espe-
cificos dos movimentos atémicos de maneira muito mais facil do que fazendo medic¢oes
experimentais.

Para montar um sistema para simula¢oes de dinamica molecular, é necessario consi-
derar diversos fatores, como o campo de forca, a estabilidade numérica em nanosegundos,
o tamanho do sistema e o hardware de computagao. Juntamente com os algoritmos e
softwares utilizados, esses fatores permitem realizar simulagbes mais longas, baratas e
complexas. Cada escolha deve levar em conta as diferentes condi¢oes do sistema para

identificar os efeitos de uma ampla variedade de perturbagoes moleculares [68]
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2.4.1.1 Campo de Forcas

Um campo de forcas de uma simulacdo de dinamica molecular, define-se como um
conjunto de fungoes e dados usados para descrever os parametros ligados e nao ligados
das moléculas. [71] Os atomos presentes na DM néao estao isolados, mas sim ligados a
outros atomos formando moléculas que, por sua vez, interagem com outras moléculas po-
dendo agir sob forgas interatomicas e intermoleculares. O célculo dessas forcas é realizado
por essa funcdo matemética conhecida como campo de forgas. [66] Esses contituem um
conjunto de fun¢oes de potencial que determinam as energias associadas ao alongamento
das ligagoes e a distor¢ao dos angulos de ligacao (tanto de valéncia quanto de diedro) em
uma molécula. Essas energias sao avaliadas comparando a molécula em sua conforma-
¢ao nao tensionada, caracterizada pelos valores padrao dos comprimentos e angulos de
ligagao. [71]

Cada campo de forga define um conjunto de equacoes matematicas para descrever as-
pectos especificos do comportamento molecular como o alongamento de ligagdes quimicas,
a deformagao de angulos de ligagao e a torcao de angulos diedros, fendmenos observaveis
em técnicas experimentais (e.g. espectroscopia de infravermelhor). [66] Essas equagoes
sao calibradas, ou seja, parametrizadas, para reproduzir o comportamento dos compostos
de interesse e podem ser aplicadas de diversas formas, resultando em diferentes campos
de forcas. Para cada sistema, podemos selecionar o campo de forga especifico que me-
lhor se adeque as caracteristicas particulares do sistema como um todo. Assim, a escolha
do campo de forga apropriado permite uma modelagem mais precisa das interagoes inte-
ratOmicas e intermoleculares, garantindo uma representacao aproximada das propriedades
moleculares do sistema estudado.

Outro aspecto importante consiste na descriagdo do sistema de simulacoes de DM,
as quais podem ser descritas e simplificadas da seguinte maneira: all-atom, united atom
e coarse-grained (CG). A descrigao all-atom, reproduz todos componentes presente no
sistema, onde cada atomo é definido explicitamente como uma esfera, abordando todas
as ligagbes na simulacao e levando a um maior custo computacional dificultando siste-
mas maiores. Na simplificagdo united atom, temos os atomos unidos de maneira que os
atomos de hidrogénio apolares, ligados a atomos de carbono, sao incorporados em um
pseudoatomo representando grupos com carbono. Por tultimo temos o terceiro nivel de
simplificagdo, o modelo coarse-grained (CG), o qual multiplos a&tomos sdo agregados em
uma tUnica particula e simplificando o sistema e permitindo simulagdes maiores. (ver
Figura 9). [66]

Assim, a escolha do modelo, seja all-atom, united-atom ou coarse-grained depende
de um balanco entre as caracteristicas especificas e o objetivo do estudo. E importante
entender que nao ha necessariamente um tinico campo ideal; mais de um pode se adequar

ao sistema.
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atomistic coarse-grained

all atom united atom

Figura 9 — Descricao atomica.
Adaptado da Ref. [72]

Tabela 2 — Descri¢ao de possiveis sistemas de DM.

Campo de Forcas Resolugao Modelo de Agua Aplicagoes
AMBER All-atom TIP3P Proteinas e DNA
GROMOS United-Atom SPC, SPC/E Proteinas, liquidos e polimeros.
CHARMM All-atom TIP3P Prot/emas, acuA:lo.s nucle/lcos, -

moléculas organicas e fons metélicos

OPLS All-atom TIP4P Proteinas, RNA e liquidos
MARTINI Coarse-Grained MARTINI Proteinas, lipidios, e biomoléculas maiores
SIRAH Coarse-Grained SIRAH Proteinas e interacoes proteina-membrana.

Além dessas abordagens, é importante escolher o tipo de modelo de agua adequado
para a solvatagao do seu sistema no campo de forga. Nas simulagoes, assim como acontece
com os campos de forca, existem diversos modelos para a descri¢cao de moléculas de agua,
muitas vezes com mais de uma opcao disponivel para um mesmo campo de forca. Os
modelos de 4gua mais conhecidos para simulagoes, incluem SPC, SPC/E, TIP3P, TIP4P,
TIP5P e Martini, adequando-se as necessidades especificas de simulagdao.Cada modelo
de adgua possui sua aplicacao especifica em relagao ao campo de forga, portanto, ambos

devem estar bem integrados para garantir a eficiéncia da simulagao. [66]
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3 Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Elucidar, a partir de um ponto de vista microscopico, as interagoes entre as membranas
plasmaticas e os AINEs através de uma abordagem computacional via dindmica molecu-
lar all-atom buscando entender seu comportamento a partir do mecanismo de interagao
farmaco-membrana e assim compreender seus efeitos colaterais e auxiliar no desenvolvi-

mento de futuros farmacos.

3.1.1 Objetivos Especificos

e Desenvolver diferentes simulagées de dindmica molecular all-atom das membranas

lipidicas puras sem AINEs e de membranas com colesterol.

o Realizar simulacoes com diferentes AINESs, como aspirina, ibuprofeno e indometa-

cina.

o Avaliar as interagoes e diferencas estruturais causadas na bicamada pela presenca

de AINEs.

e Analisar como as alteragoes nas propriedades estruturais, dindmicas, mecanicas e
termodinamicas das membranas sao alteradas pela presenca dos farmacos, assim
como, relacionar tais fenomenos com os efeitos colaterais e a agao terapéutica dos

anti-inflamatorios estudados.



4 Metodologia

Afim do desenvolvimento da pesquisa, foram realizadas simulacoes de dindmica mo-
lecular (DM) all-atom. Através dessa simulagdo computacional conseguimos determinar
a evolucao ao longo tempo dos movimentos realizados pelas particulas presente nos sis-
temas. [73] Sendo assim, a partir da influéncia de potenciais intermoleculares, pode-se
prever a sequéncia de posigoes e velocidades, gerando a trajetéria molecular para todo
sistema. A visdo dessas interagoes futuras auxiliou a identificar possiveis alteragoes de
propriedades do sistema.

As simulagoes de dindmica molecular foram conduzidas no software GROMACS 2023.2
com suporte a GPU. [74] Os parametros ligados e nao-ligados das simulacoes all-atom
para as membranas basearam-se no campo de forca. CHARMM36 (Chemistry at Har-
vard Macromolecular Mechanics). [75-78] Os sistemas foram preparados na plataforma
CHARMM-GUI, [79-81] onde foram equilibrados seguindo o protocolo do programa. O
mesmo incluiu uma etapa de minimizagao e varios pequenos passos (NVT e NPT) com
restrigoes de posicao, os quais foram gradualmente aliviados até a execucao da producao
sem restrigoes, ajudando assim a membrana a se equilibrar adequadamente. [82]

As membranas presentes nos sistemas foram constituidas por lipidios DMPC (1,2-
Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), de acordo com os dados experimentais de Sharma
et al. [20,65]. Para cada membrana utilizou-se 256 lipidios em sua totalidade, divididos
em 128 por monocamada. Os sistemas foram solvatados com 40 moléculas de dgua por
lipidio, utilizando o modelo de dgua TIP3P (Transferable intermolecular potential with
three points) [83]. Para a formagdo completa dos sistemas, os farmacos (aspirina (ASP),
ibuprofeno (IBU), indometacina (IND)) e o colesterol (CHL) foram adicionadas durante
a etapa de construcao da bicamada, utilizando 85 moléculas de cada composto por mem-

brana, os dados sobre a composicao total dos sistemas estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicao dos sistemas simulados.

Fosfolipidios N AINES
. Ne . Ne T (K t (ns) | Outros
RiES de moléculas als sallyentie | 1hpe de moléculas o )
DMPC 256 10240 - - 323,15 250 -
DMPC 256 10240 ASP 85 323,15 250 -
DMPC 256 10240 IBU 85 323,15 250 -
DMPC 256 10240 IND 85 323,15 250 -
DPMC 256 10240 - - 323,15 250 CHL

As configuragoes iniciais dos sistemas estao apresentadas na Figura 10. Nela as mo-
léculas de dgua, representando o meio aquoso, estao representadas em azul. As cabecas

de fosfato dos fosfolipidios aparecem em verde, enquanto as cadeias de acidos graxos ocu-



pam a regiao central em cinza. Os AINEs (aspirina, ibuprofeno e indometacina) estao

destacados em roxo, e o colesterol é mostrado em magenta.

(e) Colesterol

Figura 10 — Configuracao inicial da simulagdo de DM de uma membrana. A regiao central
da bicamada representa as cadeias dos lipidios, enquanto as moléculas de
farmaco e do colesterol se encontram proximas a interface da membrana.

Devido a temperatura de transicio do DMPC aproximar-se da temperatura corporal,
as simulagoes foram realizadas a uma temperatura de 323,15 K, garantindo nessas condi-
¢oes a membrana em fase liquida (L,). [9] Além disso, foram conduzidas por 250 ns em um

conjunto NPT, com a temperatura controlada por um termostato V-rescale [84]. A pressao
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foi ajustada para 1 bar por meio de um barostato semi-isotrépico de Parrinello-Rahman,
o qual permitiu a variacdo do tamanho e da simetria da caixa de simulagao [85,86].

A partir dos resultados das simula¢oes de DM, foi possivel determinar os aspectos
estruturais e mecanicos dos sistemas de biomembranas utilizando alguns softwares como
o GROMACS e o SUAVE (Surface Assessment via Grid Evaluation). Através do SuAVE,
que realiza um interpolacao radial das posicoes e coordenadas dos atomos, calculou-se
determinadas propriedades de curvatura das membranas como area por lipidio, espessura
e parametros de ordem. [87]. Para calcular a area por lipidio (Ajipgio), 0 SuaVE determina
a area superficial total da membrana ocupada por um tnico lipidio, o que pode ser feito

utilizando a seguinte férmula. (4.1):

A .
Atipdio = ] (4.1)
Niipdios
Para o calculo da drea de superficie (A, yi); @ drea total (Eq. 4.2) foi segmentada

em secoes triangulares, nas quais o programa utilizou a férmula de Heron [88] para calcular

a area de cada tridngulo (A ianguio). Com base nesses célculos a A foi obtida pelas

super ficie

soma da area de cada triangulo seccionado, conforme a relagao abaixo:

Asuperfcie = Z Atringulo (42)

Na sequéncia o programa realizou a medida de espessura (E,,emprana) da membrana,
que permitiu mensurar a distancia entre a superficie externa e interna, além de auxiliar
no entendimento do comportamento da estrutura da bicamada sob a influéncia de outras
moléculas. Para realizar essa medida, pode-se calcular média da soma das diferencas entre
as distancias radiais da superficie externa (re.) e interna (7;,;) da membrana levando em
conta o numero de medidas temporais das simulagoes (NF): (Eq. 4.3)

Text — Tin
Emembrana - ZframeS](VFt t> (43)

Outra analise possivel foi a estimativa das interagoes de ligacdo de hidrogénio entre
as diversas espécies presentes no sistema, como por exemplo, entre farmacos e lipidios,
entre farmacos e agua, e entre lipidios e agua. As ligacoes de hidrogénio foram calculadas
usando os critérios geométricos padrao do GROMACS, que incluem uma distancia doador-
aceptor de 0,35 nm e um angulo aceptor-doador-hidrogénio menor ou igual a 30, como
mostra a Figura 11 [89]

As propriedades mecénicas da bicamada sao obtidas a partir das flutuacoes na area de-
rivadas do acoplamento semi-isotropico do sistema submetido ao barostato de Parrinello-
Rahman. Sendo assim, o mddulo de elasticidade de alongamento isotérmico (K,) de

acordo com a relagao: [90]

(4)
(4%) — (4)°
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N r
D A
Figura 11 — Anélise das ligagoes de hidrogénio (H-bonds) entre possiveis doadores(D) e

receptores(A).
Adaptado da Ref. [74]

Na Eq. 4.4,(A) e (A?) sdo o valor médio e a flutuacao quadratica média (variancia) da
area de uma monocamada (A = L,L,), respectivamente, kp é a constante de Boltzmann
e T a temperatura. O moédulo de flexdao (k) pode ser obtido, de forma aproximada, a
partir do K,: (Eq. 4.5) [20]

k
Ky =24— (4.5)
di

Sendo d; a espessura da regiao da bicamada composta pelas caudas alquilicas.
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5 Resultados e Discussao

Apoés realizar os passos de minimizacao de energia e equilibragao dos cinco sistemas
simulados, obtivemos resultados que demonstram o comportamento de cada sistema em
resposta a presenga dos farmacos e do colesterol. Com base nesses resultados, foram captu-
rados snapshots das configuragoes dos sistemas para observar as interagoes e organizacao

no interior da bicama lipidica. (Figura 12)

(¢) Ibuprofeno (d) Indometacina

(e) Colesterol

Figura 12 — Snapshots dos sistemas na simulagdo de DM de uma membrana. A regiao
central da bicamada representa as cadeias dos lipidios, enquanto as moléculas
de farmaco e do colesterol se encontram préximas a interface da membrana.



Comparando os resultados da Figura 12b, 12¢, 12d, 12e com a membrana pura apre-
sentada na Figura 12a, percebemos que tanto os farmacos quanto o colesterol interagiram
com a membrana de maneiras distintas. Observamos que a aspirina (12b) foi o farmaco
que mais se depositou no interior das membranas, enquanto o ibuprofeno (12¢) e a indo-
metacina (12d) posicionaram-se no interior mas também na solu¢do aquosa ao redor da
membrana.

Contrastando ambos sistemas com a configuracao inicial na Figura 10, podemos ob-
servar que as moléculas de aspirina em grande maioria adentraram na membrana, dife-
rente do ibuprofeno (12c) e da indometacina (12d) que localizaram-se no interior mas
aglomeraram-se nas regides externas da bicama. Ambos resultados demonstram uma in-
teracao entre os AINEs e os lipidios, tendo em determinados pontos maior recorréncia e
consequentemente influenciado nas propriedades estruturais. Na sequéncia percebe-se no
sistema 12e que a molécula do colesterol, devido ao seu carater anfipatico, posicionou-se
no interior da membrana intercalando com os fosfolipidios e assim tornando a membrana

mais ordenada em relagao aos outros sistemas.

5.1 Perfil de densidade

Para compreender melhor como esses farmacos interagem e se posicionam na mem-
brana, foi realizada a anélise dos perfis de densidade ao longo do eixo normal a bicamada
lipidica (eixo-z). Essa andlise permitiu observar a distribuigao espacial de diferentes com-
ponentes da membrana, dos farmacos (aspirina, ibuprofeno, indometacina) e do colesterol
dentro do sistema simulado. Além disso, os perfis revelaram como cada molécula se posi-
cionou em relacao a membrana e ao meio aquoso.

Analisando os resultados demonstrados na Figura 13, podemos observar que a mem-
brana pura (13a) e a membrana com colesterol (13e) apresentam maior densidade quando
comparada as membranas com outras moléculas. Revelando assim, um possivel efeito da
presenca tanto da aspirina (13b) quanto do ibuprofeno (13c) e da indometacina (13d).
No caso da membrana pura de DMPC (13a), observa-se uma distribuigao padrao em que
os lipidios se concentram na regiao central, enquanto a densidade da dgua aumenta nas
bordas, representando a interface da membrana com o ambiente aquoso, refletindo assim
a estrutura bésica da bicamada em auséncia de moléculas adicionais.

Com a adi¢do de aspirina (13b), o perfil mostra um pico de densidade préximo ao
interior da membrana, indicando que a aspirina se acumula no meio interno dos lipidios,
afetando a organizacdo da membrana. O ibuprofeno (13c) e a indometacina (13d) , por
sua vez, apresentam uma distribuicao que se estende tanto na regiao aquosa quanto na
regiao central da membrana. Isso reflete seus carater anfipatico, permitindo interacoes
com ambas as regioes da bicamada e possivelmente causando leve alteracao na densidade e

fluidez na interface. Por fim, o colesterol (13e) se posicionou claramente na regiao central
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da membrana, onde sua presenca afeta o ordenamentos dos fosfolipidios, uma vez que o

mesmo apresenta carater estabilizador na estrutura, tornando a membrana mais rigida e

espessa.
(a) DMPC — Agua (b) DMPC — Agua — ASP
N | . | s | N | " |
1000 + 1 + T + T + T + 1
~ 800 - -
E T T E
2 6001 -+ 2
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S 4001 -+ 2
& 1 1l 2
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200 1= -1
+ | " N | N : |
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Figura 13 — Perfil de densidade das membranas de DMPC em agua e com a presenca do
Colesterol e de farmacos como a Aspirina, Ibuprofeno e Indometacina.

5.2 Analise estrutural

A andlise estrutural das membranas de DMPC, em presenca de AINEs e do colesterol,
revelou mudancas nas propriedades fisicas e organizacionais das bicamadas lipidicas. Ini-
ciando pela espessura das membranas, podemos observar pelo Figura 14 que a presenca
dos farmacos e do colesterol acarretaram em mudanga de espessura.

Interpretando o gréafico vemos que a presenga de aspirina (representada em roxo)
na membrana de DMPC causou uma reducao consideravel na espessura da bicamada
lipidica, sugerindo uma interacao direta entre a aspirina e os lipidios. Essa interacao
promoveu uma reorganizacao das cadeias de acidos graxos, resultando em um aumento

da fluidez da membrana. Uma das principais consequéncias dessa reducao na espessura
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Figura 14 — Grafico de espessura dos lipidios.

¢ a facilitacao do movimento de moléculas através da bicamada, o que pode influenciar
tanto a permeabilidade quanto a funcionalidade da membrana.

Por outro lado, o ibuprofeno (representado em vermelho) nao apresentou uma mudanga
significativa na espessura; em algumas areas, inclusive, observou-se um leve aumento na
espessura. A indometacina (representada em laranja) exerceu um efeito intermedidrio en-
tre a aspirina e o ibuprofeno: onde reduziu a espessura da membrana, mas de forma menos
pronunciada que a aspirina. Por fim, o colesterol (representado em bordo), ao se inter-
calar entre os fosfolipidios, causou um aumento significativo na espessura da membrana
em comparac¢ao tanto com a membrana pura quanto com aquelas contendo os AINEs,
tornando assim a membrana mais rigida.

Para uma anélise mais aprofundada dessa relacao, calculamos as médias dos valores
de espessura utilizando o SuaVE e o GROMACS. [74,87] Os resultados dessas medidas
estruturais sdo apresentados nas Tabelas 4.

Através das médias obtidas no programa SuaVE [87], podemos reafirmar o percebido
no grafico acima. A presenca dos AINEs afetou a espessura da membrana, tanto para
valores menores como para a aspirina e para a indometacina, quanto para valores maiores
como o ibuprofeno e o colesterol. Tanto para o ibuprofeno quanto para a indometacina,
a auséncia de uma reducao abrupta na espessura da membrana pode ser relacionada a
forma como essas moléculas se inserem no sistema. Diferentemente da aspirina, que se

incorpora de maneira mais completa e uniforme a bicamada lipidica, o ibuprofeno e a
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Tabela 4 — Valores de espessura e area por lipidio calculado pelo SuaVE e pelo GRO-
MACS. Para *SuaVE, "\GROMACS e para “dados esperimentais obtidos por
Sharma et al.

Parametro DMPC DMPC + ASP DMPC + IBU DMPC + IND DMPC + CHL
Espessura® (nm) 3,42 3,25 3,45 3.39 3.95
Espessura® (nm) 3,27 3,28 3,60 3,57 4,15
Espessura® (nm) 4,71 4,36 4,43 4,61 -

Alipigio® (nm?) 0,69 0,79 0,73 0,74 0,69
Alipidgio® (nm?) 0,63 0,72 0,68 0,69 0,65

indometacina nao penetram totalmente na membrana. Essa insercao parcial resulta em
uma interagdo menos intensa com as cadeias lipidicas, o que limita o impacto desses
farmacos na espessura e fluidez da membrana. Assim, enquanto a aspirina promove uma
reorganizacao significativa, o ibuprofeno e a indometacina exercem efeitos mais sutis,
refletindo sua distribui¢ao mais superficial no sistema.

Essa tendéncia de comportamento se assemelha com os valores experimentais, que
também mostram uma alteracdo moderada na espessura da membrana na presenca dos
mesmos farmacos. De acordo com Sharma [20] os AINEs ao interagir com as bicamadas
lipidicas causam um efeito na estrutura influenciando na medida de espessura. Vale ressal-
tar que os resultados de Sharma [20] foram obtidos para membranas a 310,15 K, enquanto
nossas simulagoes foram realizadas a 323,15 K. Devido a essa diferenca de temperatura
é esperado que nossos dados apresentem diferencas em relagdo aos resultados experimen-
tais, dado que temperaturas mais elevadas tendem a aumentar a fluidez da membrana
e, potencialmente, reduzir sua espessura em comparagdo com membranas analisadas em
temperaturas fisiologicas.

Para os valores obtidos pelo GROMACS, podemos notar uma discrepancia em relagao
ao experimental. Essa discrepancia se da devido a maneira de medida realizada pelo
programa, que nao leva em conta as ondulacdes das membranas e faz uma média para
cada superficie da bicamada. Ao realizar essa média nao leva em conta as diferentes
espessuras de toda a membrana, tornando a medida superficial e nao especifica como
realizado pelo programa SuaVE.

Além dos valores médios, podemos observar na Figura 15 abaixo a variagao da es-
pessura da membrana em toda a superficie do sistema. As areas em tons de azul escuro
indicam maiores espessuras, enquanto os tons mais claros representam espessuras meno-
res. Essa representacao visual destaca as diferengas na organizagao estrutural em uma
mesma membrana, refletindo a influéncia da curvatura sobre a espessura. Dessa forma,
ao confrontar os tons na figura com os valores médios obtidos para a espessura, observa-se
que a membrana na presenca de aspirina e indometacina tende a exibir areas com tons
mais claros. O ibuprofeno, como mencionado anteriormente, mantém-se préximo aos tons
da membrana composta apenas por agua. Em contrapartida, a membrana com colesterol

apresenta, em média, valores mais altos de espessura, correspondendo a tons mais escuros
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vistos na imagem.
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Figura 15 — Variagao da espessura da membrana em todas a superficie das cabegas polares
dos fosfolipidios.

Outro fator que demonstra a influéncia dos AINEs e do colesterol sobre os lipidios
¢ a medida da area por lipidio (Ajpigio). Esse pardmetro permite observar o estado de
organizacao dos lipidios presentes nas membranas, sendo quanto maior a area por lipidio,
mais desordenada se encontra a organizacao dos mesmos. Valores maiores de area indicam
um maior espacamento entre as moléculas lipidicas, associando a transicao para uma fase
mais fluida. Dessa forma, a presenca de AINEs aumentou a desordem e a fluidez da
membrana, como mostrado nos valores da Tabela 4.

Além dos fatores estruturais de espessura e area por lipidio, podemos considerar a
influéncia da curvatura da membrana. Membranas mais rigidas, compostas por lipidios
mais ordenados, tendem a apresentar menor curvatura do que membranas mais fluidas
e desordenadas. A rigidez das membranas estd frequentemente associada a presenca de
colesterol e a uma alta organizacao dos lipidios, que estabiliza a bicamada e limita a
mobilidade dos componentes lipidicos.

Por outro lado, membranas mais fluidas, que contém lipidios dispostos de maneira
mais desordenada, apresentam maior curvatura e, consequentemente, uma estrutura mais
flexivel. Essa flexibilidade permite que as membranas se adaptem melhor a diferentes

condigoes e interagoes. Analisando o resultado abaixo, podemos observar que a presenca
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dos AINEs influenciou na curvatura da membrana, indicando que a induc¢ao de curvatura
decresce com o aumento do angulo. Portanto observa-se que, para a aspirina, obtivemos
valores de angulo maiores do que a membrana sem AINES, demonstrando que essas
substancias tendem a promover uma maior curvatura na membrana. Por outro lado, para
o ibuprofeno e indometacina, os angulos de curvatura foram muito semelhantes ao da
membrana em agua pura. Na presenca de 20% de colesterol, o comportamento é oposto,
na qual a membrana apresenta um menor angulo de curvatura, indicando que a membrana

estd mais rigida, como observa-se na Figura 16.

oo ASP
oo [BU

IND T
o0 Agua
oo CHL

Angulo [°]

Figura 16 — Grafico de curvatura da membrana.

Com base na diferenciacao de curvatura pelos angulos das membranas, conseguimos
modular as superficies das membranas por meio do programa SuaVE. Na Figura 17, é
possivel observar visualmente a influéncia direta das moléculas na curvatura da bica-
mada(representado em rosa). Nas regides com maior presenca de farmacos temos uma
reducio na espessura. Em compensacao nas partes dos fosfolipidios em que nao encontra-
mos farmacos, temos maior espessura. O mesmo principio porém inverso foi valido para o
colesterol, o qual nas partes que temos a presenca dessas moléculas a espessura aumenta.

Relacionado a curvatura dos sistemas, o parametro de ordem das caudas reforca todas
as analises mencionadas anteriormente. Na Figura 18, é possivel observar a organizacao
e a rigidez das caudas dos fosfolipidios presentes nos sistemas estudados. No eixo x, estd
representado o niimero de carbonos nas caudas, enquanto no eixo y, esta o parametro de

ordem. Valores desse parametro mais elevados, indicam uma maior ordem nas caudas
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(¢) Ibuprofeno (d) Indometacina

(e) Colesterol

Figura 17 — Snapshot da curvatura da membrana, representada em rosa, sob a influéncia
dos AINEs e do colesterol.

dos lipidios. Dessa forma, nota-se que a membrana contendo colesterol apresenta caudas
mais rigidas e organizadas, em contraste com as caudas sob a presenca dos AINEs, que
exibem menor rigidez, resultando em valores significativamente menores.

A observacgao de que tanto a aspirina quanto a indometacina reduziram a espessura das
membranas em comparagdo com as membranas em dgua sugere que esses AINEs (anti-
inflamatérios ndo esteroidais) estdo desestabilizando a organizagao lipidica. Quando a
espessura da membrana diminuiu, indicou que as moléculas de lipidios estdo mais espa-
cadas e desordenadas, resultando em uma &area por lipidio maior. Esse efeito também

implica em uma menor rigidez da membrana e em curvaturas mais acentuadas, uma vez
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Figura 18 — Parametro de ordem das caudas dos fosfolipidios.

que o arranjo lipidico menos estruturado permite maior flexibilidade e menor tensdo nas
camadas lipidicas. Essas caracteristicas podem estar associadas aos efeitos colaterais dos
anti-inflamatorios e até na acdo aumentada de outros medicamentos com uso concomi-
tante.

Em relacao ao ibuprofeno, observa-se uma tendéncia consistente de reduzir a rigidez
da membrana, mesmo quando os valores de algumas propriedades, como a espessura da
membrana ou a area por lipidio, nao alteraram drasticamente em comparagao com as con-
digdes em dgua. Isso indicou que o ibuprofeno impactou principalmente o comportamento
dindmico e nas propriedades elasticas da membrana, explicada nos préximos topicos. Por
fim, falando sobre o colesterol vemos que o mesmo torna a membrana mais rigida e assim

lipidios mais organizados ocasionando maior espessura e area por lipidios menores.

5.3 Hidratacao dos lipidios

Através da andlise das ligagoes de hidrogénio (HBOND) dos sistemas simulados, pode-
mos entender a organizacao dos lipidios nas membranas. As ligacoes de hidrogénio entre
os AINEs e as moléculas de DMPC indicam a intensidade da interacido entre o farmaco
e a membrana. Portando, através da Tabela 5, nota-se que aspirina apresenta o maior
nimero de ligagoes de hidrogénio com o DMPC (29,1443), sugerindo uma influéncia maior
em comparagdo com o ibuprofeno (11,177) e a indometacina (21,5058). Essa alta capa-
cidade de formar ligacoes de hidrogénio pode afetar a estabilidade da membrana e sua
estrutura, pois uma forte interacdo entre os AINEs e o DMPC acarreta na alteracao da

disposicao das moléculas de lipidio ao redor.
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Na relagao entre o DMPC e as moléculas de dgua (SOL), os valores obtidos mostram
que os sistemas contendo farmacos apresentam mais ligagoes de hidrogénio em comparacao
ao DMPC puro. Isso pode ser relacionado com o fato de que a presenca de AINEs impacta
a organizagao dos lipidios na membrana, tornando-os mais desordenados. Com os lipidios
mais desorganizados, ha um aumento na area por lipidio (Ajipgio), 0 que resulta em um

maior contato com o meio aquoso e, consequentemente, em mais ligacoes de hidrogénio.

Tabela 5 — Nimero de ligagoes de hidrogénio (HBOND) entre os pares AINES - DMPC
e DMPC - SOL; Nuamero de coordenagao (NC) entre os grupos AINES - P e
AINES - CAUDA.

Sistema HBOND NC
AINES - DMPC DMPC - SOL AINES - P AINES - CAUDA
DMPC - 1810,51 - -
DMPC + ASP 29,1443 1851,59 6,833 9,007
DMPC + IBU 11,1770 1837,48 4,582 6,548
DMPC + IND 21,5058 1807,82 4,881 5,069

Os valores de NC permitem analisar as interagoes proximas entre as moléculas dos
AINEs e diferentes regides dos lipidios de DMPC, indicando o grau de proximidade e
frequéncia dessas interacoes. Conforme observado na Tabela 5, o NC entre os AINEs
aspirina, ibuprofeno e indometacina ¢é maior nas interagoes com as caudas hidrofobicas
dos lipidios em comparacao com as cabegas polares. Isso sugere que os farmacos tendem a
se posicionar mais para o interior da bicamada, conforme também é reforcado pelo perfil
de densidade exibido na Figura 13.

Essa penetracao na regiao das caudas pode aumentar a fluidez da membrana, pois a
interacao com as cadeias acila promove desorganizacao nas interagoes lipidicas. Esse efeito
é particularmente relevante para os AINEs, pois o aumento da fluidez e da desorganizagao

pode estar associado a potenciais efeitos adversos desta classe de farmacos.

5.4 Propriedades Mecanicas

Através das andlises estruturais, foi possivel observar a influéncia direta dos AINEs
e do colesterol nas propriedades fisicas da membrana. O colesterol atuou aumentando a
espessura e a rigidez da membrana, criando um ambiente mais ordenado e menos suscetivel
a deformagoes e a passagem de solutos. Por outro lado, a presenca dos AINEs como
aspirina, ibuprofeno e indometacina exerceu um efeito contrario, especialmente no caso
da aspirina, que reduziu a espessura da bicamada e aumentou a fluidez da membrana.

A partir dessas andlises previamente realizadas, podemos aprofundar nossa compre-
ensao sobre as propriedades mecanicas da membrana e como elas sao moduladas pela
presenga do colesterol e dos AINEs (aspirina, ibuprofeno e indometacina). Os parametros
mecanicos de analise foram o médulo de flexao (k) e o médulo de elasticidade (K,), ambos

essenciais para caracterizar a rigidez e a resisténcia da membrana a deformacoes.
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Tabela 6 — Valores obtidos para médulo de elasticidade (K,) e médulo de flexao (k).

Sistema K, k K,° kP
DMPC 190 23,18 292 15.2
DMPC + ASP 139 15,39 116 9,2
DMPC + IBU 179 2220 166 10.2
DMPC + IND 170 20,36 243 12.3

DMPC + CHOL 260 41,69 - -

?simulacdo Pexperimental

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos tanto para o médulo de elasticidade (K,)
quanto para o médulo de flexdo (k) em diferentes sistemas de membranas. Inicialmente
através do médulo de elasticidade (K,), podemos prever o quao fluida ou rigida a mem-
brana tornou-se nas simulagoes. Observa-se que o valor de K, obtido na simulacao para
o sistema DMPC puro foi de 190 mN/m e que ao adicionarmos os AINEs tivemos uma
reducao nesses valores.

Diminuir o valor de K, representa que as moléculas de farmacos afetaram as mem-
branas em relacdo as propriedades mecanicas, levando a uma diminui¢ao na rigidez da
membrana e tornando a mesma mais elastica. Especificamente, a aspirina apresenta o
menor valor de K, (139 mN/m), seguida pela indometacina (170 mN/m) e pelo ibupro-
feno (179 mN /m), mostrando que a aspirina afeta mais significativamente a elasticidade da
membrana. Esses valores demonstram a acao dessas moléculas sobre membrana tornando-
a mais elastica e mais suscetivel a deformagdes. Em contraste, o aumento substancial do
valor de K, (260 mN/m), reforga que temos maior rigidez da membrana.

Portanto podemos notar pelos valores que ao diminuir a constante K,, as membranas
tornam-se mais elasticas e flexiveis apresentando assim relacdo com as propriedades es-
truturais observadas nos tépicos anteriores. O contrario dessa relagdo é confirmado para
o colesterol que como visto anteriormente induz a uma organizagao mais rigida da mem-
brana e a uma menor elasticidade. Além disso, podemos comparar os valores obtidos nas
simulagbes com os valores obtidos experimentalmente por Sharma [20], que reafirmam os
resultados obtidos nas simulacoes e as influéncias dos AINEs nas membranas.

Para os valores de k, que refletem uma membrana mais ondulada, obteve-se novamente
a variagdo conforme a composicdo. A membrana de DMPC pura simulada apresentou
maior k£ quando comparada as membranas com os farmacos. Sendo assim, podemos
afirmar que a presenca dos AINEs reduziu os valores, tornando a membrana mais flexivel
e mais suscetivel a deformacoes do que pura ou do que com o colesterol. A aspirina
foi o AINEs de menor valor (15,39), indicando que a presenca do farmaco aumentou a
flexibilidade e a curvatura da membrana. Essa medida reafirma a observacao da Figura
16 onde a aspirina apresentou um angulo de curvatura superior do que da membrana pura
confirmando a deformacao da superficie da bicamada. A mesma analise pode ser obtida
para os sistemas com o ibuprofeno e com a indometacina que tiveram um aumento de

flexibilidade. Para o colesterol, observou-se um valor muito alto de &k (41,69), o que condiz
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com uma membrana menos flexivel e com menor angulo de curvatura.

Compactando os resultados para as propriedades mecanicas, vemos que ambos dados
indicam que os AINEs e o colesterol tém efeitos opostos nas propriedades mecéanicas da
membrana: enquanto os AINEs tendem a suavizar a membrana (aumentando a flexibili-

dade e a curvatura), o colesterol aumenta a rigidez e a estabilidade estrutural.
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6 Conclusao

O presente estudo explorou como diferentes substancias incluindo o colesterol e os
AINEs (aspirina, ibuprofeno e indometacina) afetaram as propriedades estruturais, dina-
micas e mecanicas de membranas modelo de DMPC. Ao longo da anélise, observou-se que
o colesterol atuou como um estabilizador, aumentando a espessura da bicamada e pro-
movendo maior organizacao e rigidez dos lipidios. Devido a rigidez dos lipidios, tivemos
tanto o modulo de elasticidade (K,) quanto o médulo de flexao (k) apresentando valores
maiores do que quando comparados a membrana pura com DMPC. Esses efeitos podem
ser explicados devido ao carater anfifilico do colesterol, o qual se intercala entre os lipidios
aumentando a estabilidade e a resisténcia da membrana a deformacoes, tornando-a assim
menos permeavel a moléculas externas.

Os AINEs exerceram efeitos variados. A aspirina, por exemplo, reduziu a espessura e
induziu uma desordem na organizacao lipidica, resultando em uma maior fluidez. Alem
disso para as propriedades mecénicas tivemos maior flexibilidade e elasticidade observada
na presenca de aspirina, sugerindo uma bicamada mais propensa a curvaturas e com
maior permeabilidade, o que pode afetar processos biologicos e até mesmo correlacionar
com possiveis efeitos colaterais dos farmacos. Para o ibuprofeno e para indometacina
tivemos efeitos intermediarios: embora os mesmos também promovam mudancas na orga-
nizacao e na fluidez, seus impactos sobre a espessura e rigidez da membrana foram menos
pronunciados em comparacao com a aspirina. Vale ressaltar, que mesmo com o efeito nao
tao acentuado ainda tivemos alteragoes nas propriedades das membranas revelando assim
a influéncias dos mesmos nas membranas.

Outro ponto relevante foi a analise do parametro de ordem de curvatura, que reve-
lou uma relacdo entre a organizacao dos lipidios e a flexibilidade da membrana. Ob-
servamos que membranas mais ordenadas, como as com colesterol, apresentam menor
curvatura e maior resisténcia a deformacoes, enquanto membranas com AINEs, especial-
mente aspirina, tendem a apresentar maior curvatura devido a flexibilidade aumentada
e ao efeito desorganizacional. A partir dessas observagoes, conclui-se que substancias
exégenas, como farmacos e componentes lipidicos, podem modular significativamente as
propriedades fisico-quimicas das membranas. Tais modificagbes impactam diretamente
sua funcionalidade, incluindo permeabilidade e capacidade de responder a estimulos ex-
ternos. Esse conhecimento pode ser fundamental para entender como diferentes compostos
influenciam a dindmica e estabilidade de membranas biologicas, explicar possiveis efeitos
colaterais e contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem

entender as interacoes das membranas com moléculas,



7 Perspectivas

Apés desenvolvido o Trabalho de Conclusao de Curso, podemos pensar em passos

futuros a ser seguidos dentro da pesquisa.

e Desenvolver simulacoes de dindmica molecular all-atom mais complexas, abran-

gendo outros componentes presentes nas membranas celulares.
o Realizar simula¢oes com Anti-Inflamatérios Nao Esteroidas Seletivos.

o Formular outras maneiras de insercao dos farmacos na membrana.
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