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APRESENTACAO

A presente obra “Nutricdo: Qualidade de vida e promocao da saude” publicada
no formato e-book explana o olhar multidisciplinar da Alimentag&o e Nutricdo. O principal
objetivo desse e-book foi apresentar de forma categorizada os estudos, relatos de caso
e revisdes desenvolvidas em diversas instituicdbes de ensino e pesquisa do pais, os
quais transitam nos diversos caminhos da Nutricdo e Saude. Em todos esses trabalhos
a linha condutora foi o aspecto relacionado aos padrdes e comportamentos alimentares;
alimentacgéao infantil, promocao da saude, avaliagbes sensoriais de alimentos, caracterizagédo
de alimentos; desenvolvimento de novos produtos alimenticios, controle de qualidade dos
alimentos, seguranca alimentar e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos nestes dois volumes
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela area da Alimentagéo, Nutricdo, Saude
e seus aspectos. A Nutricdo é uma ciéncia relativamente nova, mas a dimens&o de sua
importancia se traduz na amplitude de areas com as quais dialoga. Portanto, possuir um
material cientifico que demonstre com dados substanciais de regides especificas do pais
€ muito relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.
Deste modo a obra “Nutricdo: Qualidade de vida e promogéo da saude” se constitui em
uma interessante ferramenta para que o leitor, tenha acesso a um panorama do que tem
sido construido na area em nosso pais.

Uma o6tima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: A obesidade &€ um fator preocupante
no Brasil e seus nimeros sdo expressivos. Em
2013, estudos estimaram um impacto econémico
de R$110 bilhes pela obesidade, equivalente a
2,4% do PIB. Em 2017, o percentual de obesos
na populacéo adulta das capitais e do Distrito
Federal era de 18,9% e, em excesso de peso,
54,0%. A quitosana, derivado do biopolimero
quitina, vem sendo estudada e amplamente
utilizada como suplemento alimentar com a
finalidade de facilitar a perda de peso e prevenir
ou desacelerar a evolugao da obesidade, devido
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sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
adsorcao de gordura. O presente trabalho usou
a metodologia de Dindmica Molecular Classica
para a criacdo de modelos representativos de
gorduras de reserva e a elucidacdo, a nivel
atomistico, do processo de interagdo presente
entre estas e a quitosana. As analises de fungéo
de distribuicéo radial e de ligagdo de hidrogénio
mostraram correlagdo, podendo-se atribuir
ao grupo amino protonado da quitosana e ao
oxigénio da carbonila dos trigliceridios os sitios
de mais expressiva interacdo, cuja distancia
interatdmica média é de 2,8 A. Os resultados sdo
condizentes com observagbes macroscopicas
presentes na literatura.

PALAVRAS-CHAVE: suplemento alimentar,
quitosana, adsorc¢ao, gordura alimentar, Dindmica
Molecular.

COMPUTATIONAL SIMULATION OF
THE INTERACTION OF CHITOSAN
NANOPARTICLES WITH SATURATED
AND UNSATURATED FATS

ABSTRACT: Obesity is one of major concerns
in Brazil having a significative number. In 2013,
studies estimated an economic impact of obesity
close to R$110 billion, equivalent to 2.4 percent
of GDP. In 2017, the percentage of the obese
adult population from all Brazilian capitals and the
Federal District was 18.9% and, in overweight,
54.0%. Chitosan, a chitin derivative, has been
studied and extensively used as food supplement,
considering its claim to ease weight loss and
prevent or slow down obesity progression due
to its biocompatibility, biodegradability, and fat
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adsorption. This work used Classical Molecular Dynamics methodology to create representative
models capable to describe storage fat and elucidate the atomistic interaction processes
between fats and chitosan. The analyses of radial and hydrogen bond distribution functions
of all hydrogen donor and acceptor groups of those two molecules showed correlated results,
and suggested that the most expressive interaction occurs between the protonated amine
group of chitosan and the carbonyl oxygen from triglycerides, with an interatomic average
distance of 2.8 A. These results are consistent to the macroscopic observations present in
literature.

KEYWORDS: food supplement, chitosan, adsorption, fat, Molecular Dynamics.

11 INTRODUGAO

A obesidade é uma doenga crOnica caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura no tecido adiposo que compromete significativamente a saude dos individuos.
Esta doenca debilita o sistema locomotor, promove dificuldades respiratérias, além de
ser um fator de risco para Doengas Crbnicas Nao Transmissiveis, em especial doencas
cardiacas, acidente vascular cerebral, cancer e diabetes (PINHEIRO et al., 2004; OMS,
2008). Os elevados indices de mortalidade e morbidade podem ser associados, em parcela
significativa, as indmeras complicagdes fisiopatol6gicas oriundas da obesidade e estes a
caracterizam como um dos mais graves problemas de saude publica atualmente (MANCINI,
2001; CHAVES e NAVARRO, 2011).

Além de ocupar, em 2014, o quinto lugar no ranking mundial de obesidade (FLEMING
et al., 2014), no Brasil, de acordo com os relatérios do Ministério da Saude (VIGITEL,
2006; VIGITEL, 2017), o percentual de individuos com obesidade na populagédo adulta nas
capitais dos estados e o Distrito Federal aumentou 7,5% nos ultimos onze anos, totalizando
um percentual de 18,9%, sem diferenca entre sexos. O percentual de individuos com
excesso de peso, no mesmo intervalo de tempo, aumentou em 11%, totalizando 54,0% da
populagéo das 27 cidades, porém agora com uma maioria entre o sexo masculino. Estudos
estimaram que o custo da obesidade no Brasil, em 2013, foi de quase R$110 bilhdes, o
equivalente a 2,4% do Produto Interno Bruto do pais naquele ano (MGl, 2014).

A presenca do tecido adiposo no organismo é uma necessidade fisiolégica, pois
apresenta fungdes estruturais de armazenagem de energia, regulagao térmica e sinalizagéo
bioquimica (FAHY et al., 2008; SUBRAMANIAM et al., 2011). Além disso, a versatilidade
desse vasto grupo de moléculas os confere aplicabilidades em variadas industrias como
as alimenticias, cosméticas e nanotecnologicas (MASHAGHI et al., 2013). Contudo, seu
acumulo é danoso tanto pessoal quanto socialmente, conforme supracitado.

Biologicamente, a reducdo da gordura corporal pode acontecer por redugdo de
ingestdo caldrica (ingestdo de alimentos) e aumento do gasto energético (exercicios
fisicos). A redugéo do tecido adiposo € esperada havendo um ou ambos. Entretanto, para
individuos obesos em niveis de médio e alto risco, as debilitagbes locomotoras e todas as
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demais complicagdes decorrentes da doenca dificultam ou impedem que essas abordagens
sejam factiveis.

Nesse contexto, uma das alternativas disponiveis é o uso de suplementos alimentares
para auxiliar a perda de peso e prevenir ou desacelerar a evolugdo da obesidade. Dentre
esses suplementos disponiveis, pode-se destacar a quitosana, pois demonstra significativa
potencialidade devido a sua capacidade de interagdo com gorduras (WALSH et al., 2013;
GADES e STERN, 2005).

A quitosana é um polissacarideo composto por duas unidades monoméricas,
N-acetilglicosamina e glicosamina, conectadas por ligagdes B-(1,4), conforme ilustra a
Figura 1. Este polissacarideo é usualmente obtido pela hidrélise basica sob alta temperatura
(DE QUEIROZ ANTONINO et al., 2017) do biopolimero quitina, componente primario da
parede celular de fungos e exoesqueletos de artropodes como crustéceos e insetos (TANG
et al,, 2015; RINAUDO, 2006).

Figura 1. Unidades estruturais da quitosana, sendo (A) N-acetilglicosamina e (B) glicosamina. Fonte:
DE QUEIROZ ANTONINO et al., 2017.

Estudos experimentais in vitro foram realizados emulando condicbes estomacais
(pH 1,0-2,0) e intestinais (pH 6,5-7,5), em especifico do duodeno, com o objetivo de avaliar
as interagbes macroscoépicas entre quitosana e gorduras habitualmente utilizadas na dieta
e sintetizadas pelo figado. O resultado obtido foi um aumento da formagéo de emulsdes do
tipo agua/éleo conforme o pH do meio aumenta, até a formagéo de flocos em pH 6,5-7,5
(RODRIGUEZ e ALBERTENGO, 2005).

Considerando o pKa da quitosana de 6,5, esta apresenta solubilidade em meio acido
e, conforme o pH aumenta, precipita (GLICKMAN, 1984). A formacgéao dos flocos é atribuida
a esta precipitacdo, a qual favorece a formacéo de interacées expressivas entre quitosana
e gorduras, a ponto de haver aprisionamento de até 45% do total inicialmente adicionado
de gorduras, nas condi¢bes utilizadas.

Supbe-se, portanto, que a ingestao de suplementos alimentares a base de quitosana
aja de forma similar, reduzindo um percentual da gordura ingerida a ser metabolizada
e absorvida no intestino, a qual serad posteriormente eliminada ao término do trato
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gastrointestinal.

Apesar dos resultados observados experimentalmente, ainda ndo é sabido o
mecanismo de interacdo pelo qual o contato entre quitosana e gorduras alimentares se da
de forma a promover uma reducéo de sua absor¢édo. Considerando que o Brasil ocupa um
lugar significativo no ranking mundial de obesidade e a quitosana apresenta interacbes com
as moléculas de gordura, é de interesse académico e industrial compreender em detalhes
este mecanismo de interagéo, visando a sintese de compostos mais eficientes a base de
quitosana com foco em perda de peso e, consequentemente, auxiliar a diminuicdo dos

casos de obesidade no Brasil, melhorando a qualidade de vida da populacéo.

21 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Com a finalidade de investigar e elucidar, a nivel molecular, o processo adsortivo
observado experimentalmente entre quitosana e gorduras alimentares, neste trabalho os
autores utilizaram a metodologia computacional de Dindmica Molecular Classica (DM).

A DM se fundamenta em dados mecanico moleculares para a descricdo de atomos,
moléculas e suas interag¢des, em formula¢gdes mecénico classicas para simular a evolugao
temporal de sistemas quimicos dentro e fora do equilibrio e do formalismo mecéanico
estatistico para avaliar conjuntos de dados representativos de um sistema molecular.

Neste trabalho, trés simulagdes distintas foram realizadas. Os sistemas foram
construidos individualmente, porém ambos contendo setenta e cinco (75) moléculas das
gorduras triestearina ou trioleina, respectivamente, uma (1) fita decamérica de quitosana e
quatro (4) ions cloreto, necessarios para neutralizagdo da carga total.

As moléculas de gorduras triestearina e a trioleina, ilustradas na Figura 2, foram
escolhidas para as simulagbes por serem ftrigliceridios de dezoito carbonos em cada
cadeia, com a diferenga na presenca de insaturagdes em conformacao cis na trioleina, e
serem frequentemente usadas como matérias-primas e produtos no cotidiano, em destaque
manteiga, margarina, pao, chocolate, entre outros (FAO, 2010; RIOS et al., 2014).

Figura 2. Moléculas de triestearina a esquerda e trioleina a direita.

Fonte: Autores.
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O modelo de quitosana utilizado apresenta 50% dos grupamentos amino das
unidades glicosaminicas em estado protonado, correspondendo ao microestado presente
em pH 6,5-7,5, ambiente quimico de interesse do trabalho, e um grau de acetilagcdo de
20%. A Figura 3 ilustra a fita decamérica utilizada no trabalho e os grupamentos amino

protonados estdo em destaque.

Figura 3. Representacao grafica do decamero de quitosana, com os atomos O, N, C e H mostrados
em vermelho, azul, verde-azulado e branco, respectivamente. Os grupos amino protonados estao
circulados.

Fonte: Autores.

Os sistemas foram colocados em caixas de simulagdo ortoédricas de arestas
descritas de forma arbitraria, sob o Unico critério de conter todas as moléculas necessarias.

Inicialmente, todos os sistemas tiveram suas energias minimizadas com a finalidade
de prevenir geometrias inapropriadas e/ou sobreposicéo estérica. O processo foi realizado
através do algoritmo steepest descent com um numero maximo de até 50.000 passos ou até
que o critério de convergéncia de forga maxima fosse menor que 1.000 kJ mol' nm™.

Em seguida, os sistemas foram termalizados por trés simulagdes consecutivas em
ensemble NVT (Numero de particulas, Volume e Temperatura constantes) em temperaturas
de 50, 150 e 310 K, respectivamente, utilizando o algoritmo leap-frog (HOCKNEY, 1970) com
passo de integracdo de 1 fs e 50 ps de duragao para cada simulacdo. As temperaturas foram
controladas através do acoplador velocity-rescaling (BUSSI, DONADIO e PARRINELLO,
2007).

AplOs a termalizagédo, foram realizados 20.000 ps de simulagdo em ensemble
NPT (Numero de particulas, Pressdo e Temperatura constantes), utilizando, novamente,
o algoritmo leap-frog, porém com passo de integracéo de 0,2 fs e agora inserindo uma
pressdo de 1 atm. A temperatura foi mantida constante com o mesmo acoplador citado
anteriormente e a pressao foi controlada através do acoplador Parrinello-Rahman
(PARRINELLO e RAHMAN, 1981). O algoritmo utilizado para restringir o comprimento de
ligacdo e estiramentos linear e angular foi o linear constrain solver (LINCS) (HESS et al.,
1997). As coordenadas de cada 4tomo foram registradas a cada 1 ps de simulagéo.

O banco de dados mecéanico molecular utilizado para descrever as moléculas
simuladas foi o all-atom OPLS (JORGENSEN, MAXWELL e TIRADO-RIVES, 1996),
com parametros adaptados de Franca et al. (2008), para descrever a quitosana. Todas
as simulagdes e analises foram realizadas pelo software gratuito GROMACS (VAN DER
SPOEL, et al., 2005), versédo 2016.4, em um computador Intel® Core™ i7-3770, quad core,
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com 12 GB de RAM e sistema operacional Ubuntu 17.10. O tempo médio gasto para as trés
simulagdes finais de DM foi de 2,644 ns dia™.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os sistemas simulados foram analisados em relagédo a possiveis interagdes do tipo
ligacdes de hidrogénio presentes entre os grupos amino, hidroxilas e N-acetil da quitosana
e 0s oxigénios dos ésteres das gorduras. Nao é prevista atividade significativa do grupo
alcoxido do éster, porém ele foi incluso nas analises para melhor detalhamento.

Para avaliar a densidade de probabilidade de contatos entre grupos de atomos, foi
utilizada a fungéo de distribuigéo radial. Os grupos de atomos selecionados para analise
foram os possiveis &tomos doadores de hidrogénio da quitosana (O e N) e os aceptores de
hidrogénio das gorduras (O). Cada possivel par de atomos foi avaliado separadamente € os
resultados interpretados em conjunto. A distancia caracteristica entre Doador-Aceptor (DA)
para interag6es do tipo ligages de hidrogénio € entre 2,0 e 3,5 A (JEFFREY e SAENGER,
1991).

A codificag@o utilizada para sumariar os resultados foi:

a) Q,, (NX = NH,*, NH, e NH) = T_ (O, = O e O,);
b) Q,, (OX =01, 03, 04 ¢ 06) - T, (O, =0, e O,).

Onde, Q=quitosana e T=trigliceridio, respectivamente, e, entre parénteses, o tipo de
atomo ou grupo analisado.

Na quitosana, os nitrogénios estéo presentes em trés grupos distintos: amino (NH,),
amino protonado (NH,*) e N-acetil. Todos os oxigénios estéo presentes em hidroxilas (OH),
entretanto eles foram diferenciados de acordo com as respectivas vizinhangas quimicas ao
redor do carbonoligado ao grupo OH, as quais podem resultar em alteragdes de interatividade.
A Figura 4 ilustra os quatro tipos de hidroxilas presentes na quitosana, divididos em O1, O3,
O4 e 06 e apontados em vermelho, azul, verde e preto, respectivamente.

Figura 4. Tipos de hidroxilas presentes no modelo de quitosana simulado, sendo O1, O3, O4 e O6 em
vermelho, azul, verde e preto, respectivamente. Fonte: Autores.

O grupo O1 corresponde ao OH terminal adjacente ao grupo NH, e a um oxigénio
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de anel glicopiranosidico. O grupo O3 corresponde ao OH interno adjacente a um grupo
NH,/NH,* e carbono do anel. O grupo O4 corresponde ao OH terminal adjacente a dois
outros OH e, por fim, o grupo O6 corresponde ao OH interno adjacente a um carbono e a
um oxigénio do anel glicopiranosidico.

Dentre os oxigénios das gorduras, o oxigénio da carbonila corresponde ao cédigo
O, e o do grupo alcoxido, O,.

As distribuicbes radiais obtidas dos pares Q,,-T,, € Q,,-T,, para os sistemas

contendo triestearina e trioleina sdo mostradas nas Figuras 5 e 6, respectivamente.

Figura 5. Func¢des de distribuicéo radial entre quitosana e triestearina.

Fonte: Autores.

Figura 6. Fungdes de distribuicdo radial entre quitosana e trioleina.

Fonte: Autores.

Em ambos os resultados, o par amino protonado (NH,*) e oxigénio de carbonila
(O,) apresentou um maximo de distribuicdo radial a uma distancia entre si de 2,80 A,
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valor condizente ao critério de distancia de ligagdo de hidrogénio. Esse perfil é devido ao
expressivo carater eletrostatico oposto entre os grupos, resultando em maior proximidade
e, consequentemente, uma interacao mais forte.

No geral, nos dois casos houve o mesmo comportamento simétrico para o0s

pares Q,,-T,. e assimétrico para os pares Q,,~T,,, confirmando uma ja esperada baixa

OA’
interatividade entre os oxigénios do grupo alcoxido (O,) das gorduras e a quitosana. A
baixa proximidade encontrada para os pares NH,-O, entre quitosana e trioleina, em relagéo
ao sistema anterior, é resultado direto do aumento da proximidade dos pares NH,*-O,
estericamente impossibilitando a aproximagédo do grupo amino.

Emrelagéo aos pares Q- T, 0s resultados sugerem que até 3,5 A de distancia entre

oy’
0s atomos pode haver uma maior distribuicdo radial ao redor dos oxigénios carbonilicos
da gordura, entretanto pelo numero de pares ndo estarem normalizados em funcéo da
quantidade de atomos na quitosana, ndo é possivel, e nem foco do trabalho, assinalar o
melhor resultado entre eles. Contudo, pode-se afirmar que a diferenga de distribuicéo entre
o par NH_*-O,, e os pares Q,-T, € qualitativamente significativa.

Para confirmar que o perfil de distribui¢éo radial entre NH_*-O,, foi, de fato, devido
a interagdes do tipo ligagcdes de hidrogénio, uma nova analise de distribuicdo radial foi
realizada, porém avaliando também o &angulo formado entre Doador-Aceptor-Hidrogénio
(DAH), que deve ser menor ou igual a 30° para esse tipo de interacdo (BERENDSEN et al.,
1981). Os resultados sdo mostrados na Figura 7.

Figura 7. Funcéo de distribuicéo de ligagdes de hidrogénio.

Fonte: Autores.
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Os picos de maximo de distribui¢ao de ligagbes de hidrogénio do par NH,*-O foram
nas distancias 2,83 e 2,77 A para os sistemas triestearina e trioleina, respectivamente.
Estatisticamente, estes valores coincidem com o valor de maximo de 2,80 A obtido pela
distribuicdo radial, sugerindo que a interagdo entre o par analisado é, de fato, do tipo
ligacdo de hidrogénio.

A Figura 8, obtida durante a simulagéo realizada, ilustra uma interacdo do tipo
ligacdo de hidrogénio entre um oxigénio carbonilico, destacado em vermelho, de uma
das moléculas de triestearina, e um dos nitrogénios do grupamento amino protonado da

quitosana, & 2,77 A de distancia interatdmica.

Figura 8. Interagdo do tipo ligagcdo de hidrogénio entre triestearina e quitosana, a uma distancia
interatbmica de 2,77 A.

Fonte: Autores.

Considerando os resultados empiricos observados por Rodriguez e Albertengo
(2005), os autores deste capitulo sugerem que em uma quitosana com grau de acetilagao
de 20%, a formagao de flocos na presenca de gordura e em pH 6,5-7,5 se deve a adsorgcéo
causada pela rede de interagbes do tipo ligacbes de hidrogénio presentes, majoritariamente,
entre os oxigénios carbonilicos dos trigliceridios e os grupamentos amino protonados
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restantes da quitosana (50%).

41 CONCLUSAO

O estudo de interagdo dos sistemas trigliceridios-quitosana pela metodologia de
Dinamica Molecular, através da analise da distribuicdo radial de pares e de ligacdes de
hidrogénio, possibilitou, com resultados correlacionados, atribuir ao grupo amino protonado
(NH,*) da quitosana e ao oxigénio da carbonila (O.) dos trigliceridios os sitios de maior
interacdo. Isto sugere que interagbes nao-ligadas sejam o mecanismo de adsorgao
observado experimentalmente entre estes sistemas, independente da presenca de
insaturacao na gordura.
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