Avaliacdo de propriedades estruturais de membranas lipidicas apos substituicio do
colesterol por analogos fluorescentes
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A espectroscopia e a microscopia de fluorescéncia tém sido usadas em biofisica de membranas ha décadas. Como a unidade estrutural
basica das membranas biologicas ¢ a bicamada de lipidos e estes ndo fluorescem, o uso de sondas extrinsecas de membrana ¢ uma
necessidade. Contudo, duas questdes preocupantes se levantam quanto ao uso de sondas extrinsecas de fluorescéncia em estudos de
membranas. Em primeiro lugar, o comportamento das moléculas de sonda na bicamada (que regido da bicamada elas reportam, as suas
dindmicas translacional e rotacional) é frequentemente mal conhecido. Em segundo lugar, na interpretagdo de resultados de experiéncias
de fluorescéncia, pode ser dificil distinguir entre propriedades legitimas da membrana e efeitos de perturbagdo resultantes da
incorporagdo da sonda. Para este efeito, as simulagdes por dindmica molecular (MD), ao providenciarem informacéo detalhada a escala
atomica, representam um meio valioso para caracterizar a localizacdo e dindmica de sondas na bicamada, assim como a magnitude de
perturbagdo que elas induzem na estrutura lipidica [1]. Neste contexto, optimizaram-se, com recurso ao programa Firefly, as estruturas do
colesterol ¢ de dois analogos fluorescentes (desidroergoesterol ¢ colestatrienol) ao nivel de teoria DFT/R-B3LYP/6-31G(d) e
submeteram-se em seguida ao servidor de topologias ATB, inscrevendo simultaneamente as cargas parciais calculadas na topologia
molecular. Estas topologias foram utilizadas na constru¢do de modelos de membranas lipidicas constituidas por POPC, colesterol € uma
das sondas fluorescentes acima identificadas. Os modelos assim obtidos foram hidratados e sujeitos a simulagdes de MD, donde se
calculou a area por lipido, a espessura ¢ densidade da bicamada, os coeficientes de difusdo lateral para as espécies presentes € 0s
pardmetros de ordem das cadeias acilo. As simulagdes foram efectuadas em ensemble NPT através do pacote de software GROMACS.
Analises preliminares permitiram a comparacdo dos comportamentos na bicamada dos esterdis fluorescentes com o do colesterol,
informagao vital para validar o uso dos primeiros como analogos fluorescentes do segundo.
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