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RESUMO

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE BIOPOLIMEROS EM
SOLUCAO UTILIZANDO SIMULACAO COMPUTACIONAL.

Neste trabalho, métodos de simulacdo computacional foram usados para
caracterizar a estrutura e propriedades moleculares de biopolimeros naturais e
sintéticos em solu¢do aquosa. Os polissacarideos quitina e quitosana, e
polipeptideos alifaticos foram os biopolimeros estudados. O interesse nos
biopolimeros quitina e quitosana ¢ devido a suas biodegradabilidade,
biocompatibilidade e potencial uso como produto farmacéutico ou tecnoldgico.
No presente trabalho, simula¢des por Dinadmica Molecular foram utilizadas para
caracterizar a estrutura e a solubilidade de quitinas e quitosanas em solucgao
aquosa. Os sistemas modelados eram compostos por cadeias solvatadas e
nanoparticulas formadas por cadeias empacotadas paralelamente e de forma
antiparalela, com diferentes percentagens e distribuicdo de grupos acetil. A
quitina 100% acetilada, tanto na forma isolada ou na forma de o/B-quitina adota
a conformacgdo de hélice 2, com valores de ¢ e y similares aos da sua estrutura
cristalina. A forca i0nica afeta a cinética, mas ndo o equilibrio conformacional.
Em solucdo, as ligagdes de hidrogénio intramolecular HO3,) OS54,
responsavel por estabilizar o motivo helicoidal hélice 2, sdo estabilizadas por
ligacdes de hidrogénio com moléculas de dgua em orientagdes bem definidas.
Por outro lado, a quitosana com pequena percentagem e distribui¢do randomica
de grupos acetil pode adotar cinco motivos estruturais e seu equilibrio
conformacional ¢ altamente dependente do pH. O padrio de ligagdo de
hidrogénio e a solvatagdo ao redor do atomo O3 da quitina insoluvel (pH basico)
¢ quase idéntico ao observado para a quitina. As nanoparticulas de quitina e
quitosana com distribuicdo em blocos de grupos acetil favorece a formacao de
ligacdes de hidrogénio intermolecular e interagdes hidrofobicas, resultando em

agregados mais estdveis. A mobilidade e a orientagdo das moléculas de dgua ao
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redor da cadeia de polissacarideo (altamente afetada por forgas eletrostaticas) ¢
responsavel pela agregacao e solubilidade dos biopolimeros quitina e quitosana.
Além disso, a metodologia QM/MM sequencial foi utilizada para estudar a
estabilidade da a-hélice de polipeptideos alifaticos em solucdo. Sabe-se que o
entendimento do processo de enovelamento ¢ um dos grandes desafios da
biofisica, ¢ o primeiro passo consiste em entender a formagao e a estabilizagao
da estrutura de polipeptideos. Os valores de calor de formagao e energia livre de
solvatagdo mostraram que o tamanho da cadeia lateral ¢ diretamente
proporcional a estabilidade da a-hélice. Os resultados sugerem que o processo
de enovelamento-desenovelamento de polipeptideos ¢ governado pelo equilibrio
entre a energia utilizada para enovelar o peptideo e a energia liberada pelo
processo de solvatacdo, mostrando o efeito do solvente na estabilizacao da a-
hélice. A validacdo da metodologia QM/MM sequencial utilizada mostrou ser
adequada para o estudo do processo de enovelamento—desenovelamento de
polipeptideos em solugdo, e util no estudo da estrutura eletronica e do efeito do

solvente em compostos que possuam elevado grau de liberdade conformacional.
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BIOPOLIMERS IN
SOLUTION BY COMPUTATIONAL SIMULATION. Computer

simulation methods were used to characterize the structure and molecular
properties of natural and synthetic biopolymers in aqueous solution. The
polysaccharides chitin and chitosan, and aliphatic polypeptides were studied.
The interest on the chitin and chitosan biopolymers is because of their
biodegradability, biocompatibility and potential use as pharmaceutical and
technological product. Molecular dynamics simulations have been used to
characterize the structure and the solubility of the chitins and chitosans in
aqueous solution. The simulated systems were composed by solvated chains,
and nanoparticles composed by chains packed in a parallel and anti-parallel
fashion, with different percentage and distribution of acetyl groups. The 100%
acetylated chitin, whether isolated or in the form of o/B-chitin, adopt the 2-fold
helix conformation with ¢ and y values similar to those on crystalline state. The
ionic strength affects the kinetics, but not the conformational equilibrium. In
solution, the intramolecular hydrogen bond HO3 ) **O5,+1) responsible for the
2-fold helical motif is stabilized by hydrogen bonding to water molecules in a
well-defined orientation. On the other hand, chitosan with small percentage and
random distribution of acetil groups can adopt five distinct helical motifs and its
conformational equilibrium is highly dependent on pH. The hydrogen bond
pattern and solvation around the O3 atom of insoluble chitosan (basic pH) are
nearly identical to those quantities in chitin. Chitin and chitosan nanoparticles
with block distribution of acetyl groups favor the formation of intermolecular
hydrogen bonds and hydrophobic interactions, resulting in more stable
aggregates. The water mobility and orientation around polysaccharide chain
(highly affected by electrostatic forces) is responsible for the aggregation and

solubility of the chitin and chitosan biopolymers. Moreover, a sequential
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QM/MM methodology is used to study the o-helix stability of aliphatic
polypeptides in water solution. The understanding of the folding process is one
of the greatest challenges of biophysics, and the first step is the understanding of
the formation and stabilization of the secondary structure of a polypeptide. The
calculated heat of formation and free energy of solvation showed that the size of
side chain 1s directly related to the a-helix stability. The results suggest that the
helix-coil transition of a polypeptide is governed by the equilibrium between the
energy used in the folding process and the energy released in the solvation
process, showing the solvent effect on a-helix stabilization. The validation of
the sequential QM/MM methodology showed that this method is suitable to
study the helix-coil transition of polypeptides in solution. The methodology is
therefore useful to study solvation effects on the properties of compounds with

many conformational degrees of freedom.
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Capitulo 1
INTRODUCAO

1.1 - BIOPOLIMEROS

Os biopolimeros sdo polimeros sintetizados por organismos vivos, € Seus
derivados sdo diversos, abundantes e importantes para a vida, exibindo
importantes propriedades e aplicagdes. Os biopolimeros podem ser divididos em
oito grandes classes, de acordo com suas estruturas: (1) acidos nucléicos como
acidos ribonucléicos e deoxirribonucleicos, (2) poliamidas como proteinas e
peptideos, (3) polissacarideos como a celulose, amido e quitina, (4)
polioxoésteres organicos como os acidos poli-hidroxialcandides e poli-malico,
(5) poli-tioésteres, (6) poliésteres inorganicos como uUnico exemplo, o
polifosfato, (7) poliisoprendides como as borrachas naturais e (8) polifendis
como a lignina e os 4cidos humicos (Stryer, 2002).

Os biopolimeros possuem uma ampla faixa de fung¢des essenciais para os
organismos como: conservagdo e expressao de informacdo genética, reacoes
cataliticas, reservatdrio de carbono, nitrogénio, fosforo, outros nutrientes e
energia; além disso, eles exercem defesa e protecdo contra o ataque de outras
células ou do meio, comunicagdo com o meio ambiente ¢ com 0s outros
organismos, mediador de adesdo de superficies de outros organismos e de
matéria nao viva. Além disso, muitos biopolimeros sdo componentes estruturais
de células, tecidos e de organismos inteiros.

Para exercer todas essas diferentes funcdes, os biopolimeros devem exibir
diversas propriedades. Eles devem interagir especificamente com uma grande
variedade de substancias e materiais, € devem possuir alta afinidade a eles.

Os biopolimeros mais conhecidos sdo: polissacarideos, proteinas e acidos

nucléicos, os quais sdao produzidos pela polimerizagdo de compostos



relativamente pequenos com massas molares de 500 g/mol ou menos. O niimero
de unidades poliméricas pode variar de dezenas a milhdes (Lehninger, 2006).

Os polissacarideos (carboidratos), polimeros de agucares simples como a
glicose, possuem duas fungdes principais: como armazenamento de energia e
como elementos estruturais extracelulares com sitios de ligacao especificos para
proteinas particulares. Polimeros curtos de aclcares (oligossacarideos) que se
ligam a proteinas ou lipidios na superficie celular funcionam como sinais
celulares especificos.

Os peptideos ¢ proteinas sdao polimeros de aminoacidos e sdo as
macromoléculas mais abundantes da célula. Eles desempenham uma variedade
de fung¢des essenciais, incluindo catalise em reacoes celulares, armazenamento e
transporte, movimento celular, defesa, regulagdo da atividade celular, e também
como componentes de materiais estruturais (Rappé e Casewit, 1997).

Os acidos nucléicos, DNA e RNA, sdo polimeros de nucleotideos. Eles
armazenam e transmitem a informacao genética, e algumas moléculas de RNA
possuem papéis estruturais e cataliticos em complexos supramoleculares.

O presente trabalho estd focado no estudo de carboidratos e peptideos, e

estes serdo descritos com maior detalhe nos itens 1.2 e 1.3, respectivamente.

1.2 - CARBOIDRATOS

Os carboidratos sdo as biomoléculas mais abundantes na face da terra.
Certos carboidratos sdo a base da dieta na maior parte do mundo e a oxidacao
dos carboidratos ¢ a principal via metabodlica fornecedora de energia na maioria
das células ndo-fotossintéticas. Polimeros insoliveis de carboidratos funcionam
tanto como elementos estruturais, quanto de protecdo nas paredes celulares
bacterianas e vegetais, € em alguns tecidos conjutivos de animais (Lehninger,
2006). Os carboidratos sdo poliidroxialdeidos (aldoses) ou poliidroxicetonas

(cetoses) ou substancias que liberam estes compostos por hidrolise e que



possuem a forma empirica geral (CH,0O),; alguns também contém nitrogénio,
fosforo ou enxofre. Os estereoisdmeros podem ser divididos em dois grupos que
diferem na configuragdo ao redor do centro quiral mais distante do carbono da
carbonila (Robyt, 1998). Aqueles nos quais a configuracao deste adtomo de
carbono de referéncia ¢ a mesma configuracio do D-gliceraldeido sdo
designados de D-isdmeros, e aqueles com a configuragcdao de L-gliceraldeido sao
os L-isdmeros. A maioria dos aclcares encontrados nos organismos vivos sao
D-isomeros.

Os monossacarideos, ou agucares simples consistem de uma tnica unidade
de poliidroxialdeido ou cetona. O monossacarideo mais abundante na natureza ¢
um aclcar com seis atomos de carbono na molécula, a D-glicose, também
chamado de dextrose. Os monossacarideos com mais de quatro carbonos tendem
a ter estruturas ciclicas devido a presenga dos reativos grupos aldeido e cetona.
A ciclizagdo interna ocorre com a reagdo do grupo carbonila com um dos grupos
hidroxila de outra extremidade da molécula e pode levar a formagao de anéis de
cinco ou seis atomos, dependendo do ponto de reacdo. O fechamento da cadeia
da origem a um novo carbono assimétrico, denominado carbono anomérico, que
define as configuracdes o e B dos monossacarideos ciclicos (Figura 1.1). Estes
anéis de seis membros sdo conhecidos por piranoses, porque eles se assemelham

ao anel de seis &tomos do pirano.
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FIGURA 1.1 — Formacao das duas estruturas ciclicas das D-glicose.

Os andmeros o ¢ 3 da D-glicose interconvertem-se, quando em solugdo
aquosa, através de um processo chamado mutarrotagdo. As aldoexoses também
existem em formas ciclicas com anéis de cinco atomos e sdo chamados
furanoses. Entretanto, o anel de seis 4tomos aldopiranosidico ¢ muito mais
estavel que o anel aldo furanosidico e predomina nas solugdes de aldoexoses

(Lehninger, 2006).



O anel piranosidico com seis &tomos pode assumir duas conformacgdes em
cadeia (Figura 1.2). Os substituintes nos carbonos do anel podem ser axiais (ax),
projetando-se paralelos com o eixo vertical em relagdo ao plano do anel ou,
entdo, equatoriais (eq), projetando-se de maneira quase perpendicular a0 mesmo
eixo. Os dois conformeros sdo interconvertidos por uma barreira de 46 kJmol™.
Geralmente, os substituintes nas posi¢cOes equatoriais sofrem menos
impedimento estérico por substituintes vizinhos, portanto as conformacdes com

substituintes volumosos na posi¢ao equatorial sdo favorecidas.

(a)

a-D-Glucopiranose

(b)

FIGURA 1.2 — Formulas conformacionais das piranoses. (a) Duas formas em
cadeia do anel piranosidico. (b) Uma conformagdo em cadeia da B-D-
glicopiranose (Lehninger, 2006).

Em adicdo as hexoses simples como a glicose, existe um grande nimero
de seus derivados, nos quais um grupo hidroxila no composto original ¢ trocado
por um outro grupo substituinte (Figura 1.3). Na glicosamina, a hidroxila em C2

do actucar original ¢ substituida por um grupo amino. O grupo amino quase



sempre esta condensado com o acido acético, como na N-acetilglicosamina. Este
derivado da glicosamina ¢ parte de muitos polimeros estruturais, incluindo

aqueles das paredes celulares de bactérias.

CH,OH CH,OH
H O. OH H O. OH
OH H>< OH H><
OH C|2 H OH C|2 H
H IlIHz H IlIH
-0
L
B-D-glicosamina N-acetil-B-D-glicosamina

Figura 1.3 — Dois derivados das hexoses.

Os monossacarideos podem combinar-se através da formacao de ligacdes
glicosidicas, produzindo estruturas oligoméricas ou poliméricas. Em uma
ligacdo glicosidica, uma molécula de agua ¢ eliminada na reagdo entre a
hidroxila do carbono anomérico e qualquer outra hidroxila (OH) do segundo
monossacarideo ou oligossacarideo. A Figura 1.4 mostra um exemplo da

formacao da maltose.
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FIGURA 1.4 — Formagdo da ligagdo glicosidica a-(1—4) entre dois residuos de
glicose para a formacao do dissacarideo maltose.

A maltose contém duas unidades de D-glicose unidas por uma ligagdo
glicosidica entre C-1 (o carbono anomérico) de uma unidade de glicose ¢ C-4 da
outra. A configuracdo do atomo de carbono anomérico envolvido na ligacao
glicosidica ¢ a. A unidade de glicose com o carbono anomérico livre € capaz de
existir nas formas o e B-piranosidicas. As ligagdes glicosidicas sdo facilmente
hidrolisadas por acido, mas resistem a clivagem por base. Assim, os
dissacarideos podem ser hidrolisados para liberar seus componentes
monossacaridicos livres por aquecimento com acido diluido.

Considerando-se a grande variedade de unidades monoméricas e as
multiplas possibilidades para formacdao de ligagdes glicosidicas, o nimero de
oligo - ou polissacarideos que podem ser formados ¢ enorme. Como existem
multiplos sitios para a formacdo de ligagdes glicosidicas em um residuo
monomérico, cadeias ramificadas sdo comuns em polissacarideos (Laine, 1994).

As estruturas tridimensionais das macromoléculas dos carboidratos sdao

estabilizadas por interacdes intramoleculares fracas como ligagdoes de



hidrogénio, interagdes hidrofobicas ou de van der Waals e outras interacoes
eletrostaticas. Como os polissacarideos possuem muitos grupos hidroxila, as
ligagdes de hidrogénio exercem uma influéncia especialmente importante em
suas estruturas. A livre rotacdo dos polissacarideos ocorre ao redor das ligacdes
C-0O que unem os dois residuos (ligacao glicosidica). A rotagdo ao redor de cada
uma das ligagdes ¢ limitada por obstaculos estéricos provocados por grupos
substituintes. As estruturas tridimensionais dessas moléculas podem ser
descritas em termos dos angulos diedros, ¢ e y, formados pelas ligagdes
glicosidicas (Figura 1.5). Devido ao grande volume do anel piranosidico e seus
substituintes, sua forma e tamanho limitam os angulos ¢ e y e algumas

conformacgdes sao muito mais estaveis que outras.

CHzOH

\VM

oH ° CHZOH

FIGURA 1.5 — Conformagao das ligagdes glicosidicas da celulose.

A conformacgao mais estavel para a celulose ¢ aquela na qual cada residuo
em “cadeia” esta girando 180° em relagdo as subunidades vizinhas, formando
uma cadeia reta e estendida, as quais sdo estabilizadas por ligagdes de
hidrogénio intramoleculares como mostrado na Figura 1.5.

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre como
polissacarideos, polimeros de média até alta massa molecular. Os
polissacarideos podem formar estruturas lineares ou ramificadas; e sdo
classificados como homopolissacarideos e heteropolissacarideos. Os
homopolissacarideos contém apenas um unico tipo de unidade monomérica; os

heteropolissacarideos contém dois ou mais tipos diferentes de unidades
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monomeéricas. Alguns homopolissacarideos servem como forma de
armazenamento de monossacarideos, os quais sdo utilizados como combustiveis
pelas células, como o amido e o glicogénio. Outros homopolissacarideos, como
a celulose e a quitina, por exemplo, sdo utilizados como elementos estruturais
das paredes celulares e exoesqueletos de animais, respectivamente.

O interesse do presente trabalho esta nas potencialidades do uso da quitina
e de seus derivados no design de novos materiais. As descri¢des detalhadas

desses biopolimeros serdo realizadas como se segue.

1.2.1 — Quitina e quitosana

A quitina € o segundo material orginico mais abundante na natureza
depois da celulose, sendo biodegraddvel e ndo toxico. Ela ¢ um
homopolissacarideo linear composto por residuos de N-acetilglicosamina em
ligagao (B1—4) como observado na Figura 1.6. Sua unica diferenca quimica
com a celulose ¢ a substituicdo de um grupo hidroxil em C2 por um grupo
amino acetilado. A quitina ¢ um dos principais componentes das paredes

celulares em fungos, artropodes e algumas algas (Popuri et al., 2007).

CHy
¢=0
- CHOH =~ HO NH
0 & A/O c207\
HO NH CH,0OH
¢=0
iy

— —n

FIGURA 1.6 — Representacdo esquematica da estrutura da quitina.

A quitosana ¢ um derivado N-deacetilado da quitina (Figura 1.7). Um

biopolimero ¢ considerado uma quitosana quando a quitina ¢ N-deacetilada a

9



ponto de se tornar soluvel em uma solucdo diluida de acido, que geralmente
ocorre na proporcao da ordem de 40-60% (Sannan et al., 1976). A proporg¢ao de
residuos glicosamina e N-acetilglicosamina na quitina e quitosana ¢ chamado de
grau de acetilacdo GA, e este possui significativa influéncia na propriedades

desses biopolimeros (Cho et al., 2007).

FIGURA 1.7 — Esquema da estrutura polimérica da cadeia quitina (y) -
quitosana (x). A Quitina ¢ a acetilglicosamina (1-4)-ligada 2-acetamido-2-deoxi-
B-D-glican e a quitosana ¢ a glicosamina (1-4)-ligada 2-amina-2-deoxi-B-D-
glican. Quitosanas sdo tipicamente formadas por varias razdes y:X, onde y < x
(por exemplo, 20:80).

Os grupos amino das unidades glicosamina (pK,~6,3-6,5) da quitosana
sdao importantes sitios de quelagdo para ions metdlicos em condigdes neutras ou
alcalinas, ¢ formam complexos estdveis com anions através de interagdes
eletrostaticas em meio acido (Knorr, 1983; Uragami et al., 1983; Maghami ¢
Roberts, 1988; Gibbs et al., 2003). A quitosana, ao contrario da quitina, ¢
positivamente carregada em condigdes acidas e neutras, e portanto, a capacidade
de adsorcao ¢ dependente do pH e do grau de acetilagdo (Zhou et al., 2005; Li e
Bai, 2006; Vieira e Beppu, 2006a; b). A capacidade desses biopolimeros em se
ligarem a metais e anions pode ser resultado da relacdo entre grau de acetilacao,
peso molecular, area superficial e cristalinidade. Devido a grande
disponibilidade da quitina e da quitosana e da grande afinidade das mesmas com

ions, moléculas, macromoléculas e até com microorganismos, uma grande

10



variedade de nanoparticulas de quitosana sdo modificadas para realizar variados
tipos de aplicacdes: na remog¢ao de metais pesados, na recuperagao de metais
preciosos, na fertilizagdo agricola, na remocao de pesticidas, como floculante no
tratamento de aguas, como células a combustivel alcalinas, na producdo de
tecidos ou fibras, na estabilizacio de biomaterial, como suporte para
catalisadores, como emulsificante de alimentos, na prevencdo de doengas
causadas por fungos e bactérias, como carregador de farmacos, cépsulas de
medicamentos, € como regulador de colesterol no plasma sanguineo e
triglicérides intestinais no corpo humano (Ravi Kumar, 2000; Dutta et al., 2004;
Revoredo et al., 2006; Rinaudo, 2006; Ruel-Gariepy e Leroux, 2006; Smitha et
al., 2006; Kim et al., 2008).

A quitina no seu estado nativo possui trés formas cristalinas, designadas
por o, B e y-quitina, as quais sdo encontradas na estrutura esquelética de
crustaceos, insetos, cogumelos, e na parede celular de fungos (Rudall e
Kenching, 1973). As estruturas das formas o ¢ 3 se diferem somente na forma
em que as cadeias sdo arranjadas, sendo alternativamente anti-paralelas na o-
quitina e paralela na B-quitina (Sugiyama et al., 1999). A y-quitina possui a
caracteristica das formas a e [}, possuindo cadeias paralelas e antiparalelas.
Entretanto, esta ultima ¢ considerada somente como uma variacao da familia a,
por apresentar as mesmas propriedades da a-quitina (Atkins, 1985). A a-quitina
¢ a forma mais abundante e também a mais estavel termodinamicamente (Jang et
al., 2004; Kameda et al., 2005), e as formas B e y-quitina podem ser
irreversivelmente convertidas na forma de a-quitina (Rudall e Kenching, 1973).

No estado sélido, a quitosana ¢ caracterizada por uma estrutura de fibras
com alto grau de cristalinidade e polimorfismo (Mogilevskaya et al., 2006;
Rinaudo, 2006). De acordo com experimentos de cristalografia de raios-x, a
quitosana possui as formas anidra e hidratada com cadeias anti-paralelas (Yui et
al., 1994; Okuyama et al., 1997; Lertworasirikul et al., 2003; Ogawa et al.,

2004). Este polissacarideo linear, similarmente a quitina, possui uma
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conformacao de hélice 2 extendida com um padrdo de repeticao a cada 1,0 nm
(Yui et al, 1994; Lertworasirikul er al., 2003), apesar de sais &cidos
favorecerem diferentes arranjos estruturais (Ogawa et al., 2004). Trés tipos de
estruturas complexas foram observados para a quitina e estas podem ser
classificadas de acordo com suas unidades de repeti¢do. O primeiro tipo,
chamado de Tipo I, ¢ a forma anidra do polissacarideo, a qual mantém as suas
cadeias na forma de uma hélice 2 (hélice formada por um residuo segundo um
eixo helicoidal de ordem 2). O Tipo II ¢é o cristal hidratado com uma repeti¢ao
de aproximadamente 4,08 nm ¢ unidade assimétrica (unidade de repetigdo)
consistindo de quatro residuos de glicosamina (hélice formada por quatro
residuos segundo um eixo helicoidal de ordem 2). Como dois tetrassacarideos
completam a unidade de repeticdo, esse tipo de motivo estrutural também pode
ser considerado uma hélice 2, mesmo que sua conformacao seja completamente
diferente do Tipo I, no qual a unidade assimétrica € um residuo de glicosamina.
A forma do Tipo Il ¢ também conhecido como hélice 2 relaxada, devido ao fato
deste ser quase quatro vezes mais longo que a quitosana em hélice 2 (Okuyama
et al., 2000a; Okuyama et al., 2000b; Lertworasirikul et al., 2003). Uma
variacao do Tipo II, chamada de Tipo Ila, possui repeticdo similar de cadeias
(4,05 nm), mas a conformagdao molecular ¢ uma hélice 4/1, com uma unidade
assimétrica consistindo de dimeros de glicosaminas (hélice formada por dois
residuos segundo um eixo helicoidal de ordem 4). Esta hélice de mao direita
corresponde a quatro unidade assimétrica (Li et al., 2006). Uma descoberta mais
recente revelou a existéncia do Tipo III, cujo padrao de repeticdo da fibra ¢ de
2,55 nm, que consiste de uma helice 5 (hélice composta por 5 residuos) com a
unidade assimétrica formada por um residuo de glicosamina (Kawahara et al.,
2003).

Devido ao grande aumento no nimero de produtos a base de quitosana
com diferentes composigdes, estruturas e propriedades, uma investigagdo de seu

transporte e possiveis destinos e transformagdes quimicas no meio ambiente € de
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crucial importancia. Apesar do progresso alcangado nas ultimas décadas por
varios pesquisadores, muito do comportamento da quitosana em solugao nao foi
compreendido (Berth e Dautzenberg, 2002) e ainda existem muitas contradi¢des
encontradas na literatura (Pedroni et al., 2003). Berth e Dautzenberg (Berth e
Dautzenberg, 2002), atribuiram essas questdes ndo resolvidas a dificuldades na
caracterizacao fisico-quimica usando técnicas experimentais. Por esse motivo €
estratégico investigar as diferentes caracteristicas intrinsecas da quitosana
utilizando métodos de simulacdo molecular, em especial, em analises por

modelagem com dindmica molecular (Mazeau e Rinaudo, 2004).

1.3 - AMINOACIDOS E PEPTIDEOS

1.3.1 — Aminoacidos

Aminodcidos sdo as unidades principais que compde as proteinas. Os
aminoacidos contém um grupo carboxila e um grupo amina ligado ao mesmo
carbono (o carbono o) (Figura 1.8). Eles diferem entre si em suas cadeias

laterais, ou grupos R, os quais variam em estrutura, tamanho e carga elétrica

(Solomons, 2005).

COO’
H2N+—C|J—H
R

FIGURA 1.8 — Estrutura geral de um aminoécido.

Existe um total de 22 aminoacidos diferentes e apenas 20 sdo usados pelas
c¢lulas na sintese de proteinas (Figura 1.9). Estes ultimos sdo conhecidos como

o-aminoacidos.
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FIGURA 1.9 — Os 20 aminoacidos mais comuns encontrados nas proteinas.

Com excecao da glicina, todos os aminodcidos naturais sao quirais.

Quando um aminoacido ¢ dissolvido em agua, ele existe em solu¢do com

estrutura dipolar, zwitterion. Um zwitterion pode reagir como um acido (doador

de proton):
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}II H
R—C—COO

| R—C—COO" + H'
*NH; NH,
Zwitterion

ou como uma base (receptor de protons):

Pll H
R—C—COO" + W R—C:—COOH
*NH; *NH;
Zwitterion

1.3.2 — Peptideos

Peptideos sdo moléculas constituidas de duas ou mais unidades de
aminoacidos, ligados por ligacdes peptidicas, como mostrado na Figura 1.10

(Stryer, 2002). Esta ligacao ¢ formada pela remog¢ao de H,O.

Ry R, Ry

| | |
HyN— C—COOH + H,N— C—COOH % HN—C

H H H

C—COOH

Ry
FIGURA 1.10 — Formagao de uma ligacao peptidica.
Depois de formada a ligacao peptidica, o residuo de aminoacido no fim do
peptideo que possui um grupo o-amino livre ¢ chamado N-terminal ou residuo

amino-terminal. Por outro lado,o residuo com o grupo carboxilico livre no final

do lado oposto ¢ chamado carboxil-terminal ou residuo C-terminal.
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A seqiliéncia de aminoacidos, chamada de estrutura primaria, determina as
propriedades fisicas e quimicas de uma proteina e peptideo, bem como sua
forma e fung¢des biologicas (Lehninger, 2006).

Peptideos de tamanhos pequenos a médio possuem pequena tendéncia de
formar estruturas regulares em solucao aquosa diluida. Estes pequenos peptideos
adotam inumeras conformagdes em equilibrio dindmico.

A ligacao peptidica C—N possui carater de dupla ligacdo devido a efeitos
de ressonancia e por esse motivo ela ¢ rigida. Portanto, a rotacdo do peptideo s
¢ permitida sobre as ligagoes N-C, e C,—C, definidos pelos angulos diedros ¢ e

y, respectivamente (Figura 1.11).

FIGURA 1.11 — Defini¢des de angulos diedros em um peptideo.

Os valores permitidos para ¢ e y sdo graficamente revelados quando y ¢
representado contra ¢ em um diagrama de Ramachandran (Figura 1.12),
introduzido por G.N. Ramachandran (Ramachandran et al., 1963). As
conformacodes julgadas possiveis sdo aquelas que envolvem pouca ou nenhuma
interferéncia estérica, com base em calculos usando raio de van der Waals
conhecidos e os angulos das ligagdes. As areas sombreadas em azul refletem as
conformacdes que ndo envolvem superposicdo estérica e, portanto, sao
inteiramente permitidas; as em verde indicam conformacdes permitidas em
limites extremos de contatos atdmicos desfavoraveis. A assimetria do diagrama

resulta da L estereoquimica dos residuos de aminoacidos. Os diagramas para
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outros residuos de L-aminoacidos com cadeias laterais nao ramificadas sdo
quase idénticos. As variagdes permitidas para aminoacidos ramificados como
Valina, Isoleucina e Triptofano sdo algo menores que para Alanina. O residuo de
Glicina, que possui menor repulsdo estérica, exibe uma variagdo mais ampla das

conformagdes permitidas (Lehninger, 2006).

+180

120

60

—180 0 +180
¢ (graus)

FIGURA 1.12 — Diagrama de Ramachandran para residuos.

A conformagdo de secdes continuas de um polipeptideo ¢ chamada de
estrutura secundaria. Estas configuracoes sdo amplamente afetadas por
interagdes de curto alcance, como ligacoes de hidrogénio, as quais sao
amplamente afetadas pela sequéncia de aminoacidos. Os dois tipos de estrutura
secunddria comumente observadas em proteinas sdo as o-hélices e a
conformacao f3 (ou folhas [3).

O tipo de hélice mais estavel ¢ a-hélice de mao direita, que possui
aproximadamente 3,7 residuos por volta, envolvendo interacdes de ligagdao de
hidrogénio entre o residuo i € o residuo i + 4 (Figura 1.13).

Nas conformacgdes f3, o esqueleto da cadeia polipeptidica ¢ estendido em

zigue-zague em vez de uma estrutura helicoidal. As cadeias polipeptidicas em
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zigue-zague podem ser arranjadas lado a lado para formar uma estrutura que se

assemelha a uma série de folhas (Figura 1.14).

residuo i

|

54 A

(3.6 residuos)

residuo i+4 —¥— .'

{) Carbono
> Hidrogénio
€@ Oxigénio
@ Nitrogénio

o Grupo R

FIGURA 1.13 — Modelo de a-hé¢lice para polipeptideos (Hypercube, 2002).
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FIGURA 1.14 — Conformagao em folha-3 para cadeias de polipeptideos.

A a-hélice ¢ a estrutura secundaria mais encontrada em proteinas e¢ o
estudo da estabilidade destas estruturas em solucdo aquosa ¢ importante para o
entendimento dos mecanismos de processos biologicos, como por exemplo o
enovelamento de proteinas, cujo entendimento ¢ ainda um desafio para a
Biofisica. Portanto, o entendimento de como os peptideos se enovelam ¢
considerado o primeiro passo para a compreensao do processo de enovelamento
de proteinas. Além disso, o conhecimento tridimensional de peptideos ¢ de
grande ajuda para entender como esses interagem com outras moléculas, bem
como o comportamento dos mesmos. Como a determinacdo da estrutura
tridimensional de peptideos em solucdo ndo ¢ uma tarefa facil, o uso de
simulacdo computacional pode ser utilizado como uma ferramenta alternativa
para prever a estrutura de peptideos e o desenho de novos peptideos com

atividade bioldgica.
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1.4 — Objetivos

O objetivo geral deste trabalho ¢ elucidar a estrutura tridimensional e
possiveis interacdes de biopolimeros em solugdo; em particular, os
polissacarideos quitina e quitosana, e polipeptideos compostos por somente um
tipo de aminoéacido.

As investigacdes sobre os polissacarideos quitina e quitosana (descritas
nos Capitulos 3 e 4) objetivam elucidar as propriedades fisico-quimicas desses
compostos em solucdo aquosa, avaliando a influéncia do grau de acetilacao, a
variagdo de pH e for¢ca idnica na conformacdo e na solubilidade desses
biopolimeros.

O estudo sobre polipeptideos (descritos no Capitulo 5) visa entender quais
os fatores que contribuem na estabilidade de a-hélices, de peptideos, em
solucdo. Para isso, foi utilizada a simulagdo por Dindmica Molecular e célculos
Quanticos, segundo uma nova metodologia QM/MM sequencial. A nova
metodologia QM/MM serd validada segundo as propriedades gerais dos
polipeptideos e seus respectivos aminoacidos.

As metodologias utilizadas para elucidar a estrutura de polissacarideos e
polipeptideos em solucao aquosa sdo apresentadas no capitulo 2; e no capitulo 6

sdo apresentadas as conclusoes gerais dos sistemas estudados.
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Capitulo 2

Fundamentos Teoricos

A modelagem molecular se preocupa em encontrar meios de reproduzir e
prever o comportamento de moléculas e sistemas moleculares (Leach, 2001).
Neste contexto, a base da Modelagem Molecular estd na criagdo de modelos
tedricos, em escala atomistica, visando relacionar propriedades moleculares
importantes com propriedades macroscopicas de um determinado sistema.
Certos modelos tedricos utilizam métodos de Mecanica Quantica para
caracterizar propriedades eletronicas do sistema, e certos modelos utilizam
métodos de Mecanica Estatistica classica (Mecanica Molecular), para a
descrigdo fisica de sistemas moleculares complexos em fase condensada.

Métodos teodricos tanto de mecanica molecular como da mecéanica
quantica (semi-empiricos, ab initio e hibridos) tem se tornado cada vez mais
seguros quanto a previsao de estruturas e propriedades moleculares. A boa
concordancia com dados experimentais tem estimulado o aprimoramento dos
métodos tedricos e conseqiiente desenvolvimento e implementagdo de novas
técnicas computacionais. O uso de métodos de Quimica Computacional para
resolver problemas diversos de interesse em quimica, constitui a esséncia da
Modelagem Molecular (Levine, 1991).

O método da Mecanica Molecular (MM) (Burket e Allinger, 1982)
baseia-se na visao cléssica de estrutura molecular como um conjunto de esferas
unidas por molas com constantes de forca caracteristicas. O campo de forgas
neste caso € constituido pelo somatorio de termos de energia relacionados as
posi¢des de equilibrio do sistema (distancias de ligagdo, angulos de ligagao,
angulos diedros, distdncias de van de Waals, ligacdes hidrogénio, interagdes
eletrostaticas, etc.) as quais podem ser associadas penalidades energéticas para
seu afastamento, isto ¢, as constantes de forca das “molas”. Em geral, estas

constantes de forca sdo avaliadas por meio de dados espectroscopicos. A
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principal vantagem da mecanica molecular ¢ a rapidez na avaliacdo de sistemas
complexos.

Os métodos de Mecanica Quantica, por outro lado, permitem maior
precisdo nos resultados, além de fornecerem dados sobre a estrutura eletronica,
que ndo ¢ considerada na mecanica molecular. Isto leva a um tempo de
computagdo ¢ capacidade de memoria necessaria maior. Os pacotes de
programas de métodos quanticos ab initio € semi-empiricos sdo baseados no
formalismo de orbitais moleculares com diferentes abordagens (Levine, 1991).

Nos métodos ab initio, um modelo para uma fun¢do de onda particular ¢
selecionado e os calculos necessarios sdo realizados sem simplificacdo. Em tais
abordagens o erro esta associado ao conjunto de bases selecionado e ao nivel de
tratamento da correlacdo eletronica (Levine, 1991).

Os métodos semi-empiricos sdo baseados no mesmo formalismo dos
métodos ab initio, mas parte significativa das integrais sdo substituidas por
parametros ajustados a dados experimentais. A parametrizacdo dos métodos
semi-empiricos com dados experimentais aumentou significativamente a
precisao e a velocidade de obtencdo das propriedades eletronicas de um
determinado sistema (Morgon e Coutinho, 2007).

Algumas técnicas quanticas mais usadas sdo: a teoria do funcional da
densidade (DFT), método Hartree-Fock; e diversas aproximacgdes semi-
empiricas destas técnicas, tais como as aproximagoes AM1 (Dewar et al., 1985)
e PM3 (Stewart, 1989).

Além disso, os métodos de simulagdo computacional, baseados na
mecanica classica, tém permitido o entendimento das interacdes
intermoleculares e o comportamento de moléculas organicas e de
macromoléculas em solucao. Técnicas de mecanicas estatisticas como Monte
Carlo (MC) e Dinamica Molecular (DM) tem sido altamente usadas para estudar

estruturas e propriedades de liquidos puros, fendmenos de solvatagao(efeito do
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solvente) termodindmica e propriedades espectroscopica de moléculas em
solucdo (Allen e Tildesley, 1993).
O presente trabalho de tese utiliza principalmente métodos classicos, e por

esse motivo a Mecanica Molecular (MM) sera descrita com maior detalhe.

2.1 — Mecanica Molecular (MM)

A mecanica molecular, ao contrdrio da mecanica quantica, ignora os
movimentos eletronicos e calcula a energia do sistema somente em funcao das
posicdes nucleares. Este modelo ¢ extremamente adequado para a descricao de
sistemas com elevado niumero de 4tomos, cuja caracterizacdo por mecanica
quantica seria extremamente dispendioso computacionalmente.

Este método usa como modelo de moléculas a idéia de 4tomos unidos por
ligagdes quimicas. A utilizagdo de parametros como potenciais harmonicos
linear e angular, aliado a interagdes entre d&tomos nao ligados, o0 método constroi
uma expressao de energia potencial que depende somente das posi¢des atdmicas
(Levine, 1991). Isto implica, que toda a dindmica dos atomos ¢ tratada através
da mecanica classica, utilizando as leis de Newton. Com base nessas
aproximagoes, o problema se reduz em descrevermos os diversos tipos de
interacoes presentes na molécula por fungdes matematicas classicas, cujos
parametros descrevem tais tipos de interagdes. O conjunto de pardmetros
utilizados para a representacdo total da superficie de energia potencial ¢
conhecido como campo de for¢a do sistema.

Os campos de for¢a utilizados na descrigdo de um sistema molecular
possuem basicamente quatro componentes que sdo capazes de descrever as
interacdes intra e intermoleculares do sistema em questdo (Leach, 2001). Assim,
o campo de for¢a pode assumir uma forma funcional descrita pelo potencial total
(Viotal), que inclui as interacoes ligadas, descritas pelos os potenciais de ligacao
(Va), angular (Vy), e torcional (V,), e as interagdes nio ligadas como o potencial

de Lennard-Jones ou de van der Waals (V1) e potencial de coulomb (V():
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v

total

=V, +V,+V, +V, +V, (1)

As expressoes explicitas de cada termo de energia potencial que define o

campo de for¢a sdo apresentadas a seguir.

2.1.1 — Potencial harmonico de ligacio (ou linear)

O estiramento entre dois atomos covalentemente ligados ¢ descrito pelo
Potencial Harmonico Linear ou potencial da ligacdo quimica, V, o qual

descreve a energia associada ao desvio da distancia de equilibrio dj:

V,=1k,(d-d,)’ (2)

sendo d o comprimento da ligagdo entre dois atomos i ¢ j, dg € 0 comprimento de
equilibrio e Ky é a constante elastica da forga.
A distancia dy e a constante de forca sdo os parametros do campo de forga

(Rappé e Casewit, 1997).

2.1.2 — Potencial Harmonico Angular

O desvio de angulos de seu valor de referéncia ou equilibrio 6 formado
entre trés atomos covalentemente ligados ¢ descrito pelo potencial Harmdnico

Angular, Vy, dado por:

Vy =1k, (0,6, ®)

sendo @ o angulo definido pela ligagdo, 6 é o angulo de equilibrio ¢ kg ¢é a

constante elastica da forga.
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2.1.3 — Potencial Torsional (ou diedral)

Considerando o angulo diedro ¢, para um conjunto de 4&tomos ligados 1, j,

k, I (Figura 2.1).

y
K

/
@

FIGURA 2.1 — Representacao geométrica do angulo de torgao.

O potencial torsional V, representa explicitamente a tor¢do propria de
ligagdes covalentes entre dois atomos (i € 1) ao redor da ligacdo j-k, sendo o

mesmo definido por:

V, =k, [1+cos(np+0)] (4)

sendo k, a constante que define a altura da barreira de rotagdo, n o niimero de
minimos para a tor¢do de uma ligagdo quimica especifica, @ o angulo diedral
para a ligagdo central em uma seqiiéncia de quatro dtomos e o a diferenca de
fase do angulo diedral ¢, que pode ser 0° e 180°, dependo este valor ser um

ponto maximo ou de minimo (Vangunsteren e Berendsen, 1977).

2.1.4 — Potencial de Lennard-Jones (ou van der Waals)

A interagdo de van der Waals de atomos ndo ligados quimicamente ¢
descrito pelo potencial de Lennard-Jones. Este potencial para dois atomos i ¢ j

nao ligados ¢ dado por:
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VLJ =4¢ 12 6 (5)
i i
sendo rjj a distancia entre os dtomos i ¢ j, € a profundidade do pogo de energia
potencial e ¢ o didmetro de Lennard-Jones, o qual depende dos tipos de pares de
atomos. Cabe salientar que este potencial ¢ geralmente utilizado para descrever a
interacao de atomos separados por trés ou mais ligagdes covalentes, bem como

para interagdes intermoleculares.

2.1.5 — Potencial de Coulomb

A interacdo eletrostatica entre dois atomos i e j € representada pelo

potencial de Coulomb, dado por:

V. = 9.9,

= (6)
dre,ér,
ij

sendo rj a distdncia entre os atomos i € j, g; € g; S30 suas cargas parciais, & a
permissividade no vacuo e ¢ a constante dielétrica do meio.

Usualmente, os parametros empregados na defini¢do de cada termo do
potencial sdo determinados a partir de resultados de cdlculos de mecanica
quantica e/ou por ajustes a dados experimentais (cristalografia de raios-X,

espectroscopia de infravermelho, ressonancia magnética nuclear, etc).

2.2 — Métodos de Simulacao Molecular

A caracterizagdo molecular de qualquer sistema significa tratar um
conjunto de 4tomos ou moléculas com detalhes. Este tratamento ¢ dificultado
quando um numero elevado de atomos em um estado condensado ¢ considerado.

Entretanto, € possivel calcular a superficie de energia potencial para um
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conjunto relativamente pequeno de moléculas ou conjuntos moleculares em fase
gasosa (Leach, 2001; Hinchliffe, 2003). A superficie de potencial obtida para
um pequeno conjunto de atomo pode ser extrapolada convenientemente para
tratar um conjunto maior. Propriedades termodinamicas lidam com
caracteristicas da matéria que envolve aproximadamente 10* numero de
particulas, cuja configuracdo inicial e equacdes de movimento seriam
impossiveis de serem determinadas. Reconhecendo este problema, Boltmann e
Gibbs desenvolveram a Termodinamica Estatistica, a qual faz a liga¢do entre as
propriedades microscopicas e as macroscopicas da matéria (Atkins e¢ Paula,
2008).

A modelagem molecular procura entender e prever as propriedades de
liquidos, solucdes e solidos, para estudar processos complexos, como a adsor¢ao
de moléculas na superficie e no interior de solidos, € na investigacdo do
comportamento de macromoléculas. Como foi discutido anteriormente, em tais
experimentos, as medidas experimentais sdo realizadas em amostras
macroscopicas que possuem um grande niumero de atomos e moléculas, os quais
possuem um enorme numero de minimos em sua superficie de energia potencial.
Neste contexto, os métodos de simulagdo computacional sdo capazes de estudar
tais sistemas e prever suas propriedades através do uso de técnicas que
consideram pequenas réplicas do sistema macroscopico, que possuem uma
quantidade manuseavel de dtomos e moléculas. Um grande nimero de réplicas
do sistema que sdo consideradas simultancamente ¢ chamado de ensemble.
Assim, a simulagdo pode gerar configuragdes representativas dessas pequenas
réplicas, de tal forma que valores precisos de propriedades estruturais e
termodinamicos podem ser obtidos com pequena quantidade de calculos
computacionais (Leach, 2001).

As técnicas de simulagdo computacional também fornecem o
comportamento dependente do tempo de sistemas atdmicos e moleculares,

fornecendo detalhes visuais de como um sistema muda de uma configuracao
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para outra. Os diferentes métodos de simulagdo molecular representam formas
diferentes de se realizar a amostragem das configuracdes do sistema. Os
métodos de Monte Carlo e de Dindmica Molecular sdo as principais técnicas de
simulacdo computacional utilizadas para obter médias termodinamicas a partir
de modelos moleculares. Como o presente trabalho somente empregou a
metodologia de Dinamica Molecular, 0 mesmo sera descrito com maiores

detalhes.

2.2.1 — Dinamica Molecular

Na Dinamica Molecular, configuragdes sucessivas do sistema sdo geradas
integrando as leis de movimento de Newton. O resultado ¢ uma trajetoria que
especifica como as posigdes e as velocidades das particulas do sistema variam
com o tempo (Leach, 2001).

A trajetdria € obtida resolvendo a equagdo diferencial, de acordo com a

segunda lei de Newton (F=m.a):

d’x F.
dt’ - m 7

1

A equagdo (7) descreve o movimento da particula de massa m; ao longo
da coordenada (x;), sendo Fy;, a for¢a da particula nesta diregao.

Em um sistema contendo N moléculas, a interacdo entre elas ¢ descrita
pelo potencial total: V.. Assim, a for¢a F,; depende da posi¢ao de todos os

atomos do sistema através do gradiente de potencial.

dv dv
Fo=—— F=——- (8)
i de, " dr.

O calculo do gradiente de potencial permite obter a for¢ca F;. Assim,

integrando numericamente a equagdo de Newton para a particula 1 em pequenos
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intervalos de tempo At, na ordem de femtosegundos (1fs = 10" segundos),
pode-se obter um conjunto de trajetorias para as particulas. Apds as alteracoes
1niciais, o sistema vai atingir o estado de equilibrio. Assim, com o conjunto de
trajetorias em equilibrio poderéd ser extraido as propriedades macroscopicas do
sistema (Vanderspoel ef al., 2005).

Descri¢des mais detalhadas sobre o método de simulacdo por Dindmica
Molecular podem ser encontradas em (Allen e Tildesley, 1993; Leach, 2001;
Van Gunsteren et al., 2001; Hinchliffe, 2003; Morgon e Coutinho, 2007).

2.2.1.1 — Métodos de Integracao por Diferenca Finita

Em modelos atomisticos, devido a descricdo detalhada das interacoes
intermoleculares, qualquer mudanc¢a de posi¢do de um 4atomo, resulta na
mudanga da forca exercida sobre ele. Dessa forma, essa mesma forca pode
também ser alterada com a mudanga de posi¢cdo dos a&tomos em que o primeiro
realiza interacdo. Isto implica que as coordenadas dos dtomos estdo acopladas,
resultando em um problema de inimeros corpos que nao pode ser resolvida
analiticamente. Por essas circunstancias, as equagdes de movimento devem ser
integradas numericamente (Leach, 2001).

Dos métodos de integragdo numeérica, pode-se destacar o método de
diferenca finita (Morton e Mayers, 2005). A idéia basica ¢ que a integracao seja
realizada em pequenas etapas, separadas no tempo por um intervalo fixo ot. A
forca total em cada particula, numa determinada configuragdao, no tempo t, ¢
calculada como o vetor soma de suas interacdes com as demais particulas.
Obtida a forca, determina-se a aceleragdo resultante em cada uma das particulas.
Estas sdo entdo combinadas com as posicoes e velocidades no tempo t para
calcular as posigdes e velocidades no tempo t + ot. Assumindo-se que a forga ¢

constante durante o intervalo de tempo, as for¢as sobre as particulas (nas novas
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posi¢des) € entdo determinada levando as novas posigdes e velocidades no
tempo t + 20t, e assim consecutivamente.

Existem muitos algoritmos para a integragao das equagdes de movimento
utilizando o método de diferenciacdo finita nas simulagdes por Dinamica
Molecular. Todos assumem que a posicdo e as propriedades dinadmicas
(velocidades, aceleragdes, etc.) podem ser aproximadas segundo expansoes das
séries de Taylor (Leach, 2001).

Os métodos mais utilizados para a integragao das equagdes de movimento
em simulagdes de Dindmica Molecular sdo os algoritmos de Verlet (Verlet,
1967) e o algoritmo preditor-corretor de Gear (Gear, 1971). O método de
integragdo utilizado neste trabalho ¢ o algoritmo de Leap-Frog, baseado nos

algoritmos de Verlet. O mesmo sera detalhado a seguir.

2.2.1.2 — Algoritmo Leap-Frog

O algoritmo Leap-Frog ¢ método simplificado para integrar
numericamente as equagdes de movimento. Este algoritmo calcula as
velocidades na metade do intervalo de integracdo e usa estas velocidades para

calcular as novas posi¢des (Hockney, 1970):
Vt+180)=v(t—18 1)+6 ta(t)
HE+8 ) =rO+5 tv(t+151)

Em outras palavras, as velocidades v(#+1/20) sdo primeiramente

©)

calculadas das velocidades v(#-1/20) e a aceleragdo no tempo ¢. As posigdes
r(t+ot) sao deduzidas das velocidades que foram calculadas ao mesmo tempo
que as posi¢des no tempo r(¢) usando a equagao (9). As velocidades no tempo ¢

podem ser calculadas por meio de uma expressao em série de Taylor:

v(r)=§[v(r+%é )4 v(t—15 1] "
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O método leap-frog inclui explicitamente a velocidade em seus célculos.
Entretanto, uma desvantagem desta metodologia ¢ que as posicdoes e as
velocidades ndo sdo sincronizadas, ou seja, nao sao calculadas ao mesmo tempo.
Isto implica que nao ¢ possivel calcular a contribui¢do da energia cinética para a
energia total ao mesmo tempo em que as posi¢oes sdo definidas (energia

potencial).

2.2.1.3 — Condicoes Periddicas de Contorno

Na Dinamica Molecular, a simulacdo de um sistema molecular ¢ realizada
em uma caixa virtual, o qual resulta em dois problemas basicos. O primeiro,
deve-se ao fato dos dtomos na borda da caixa presenciar for¢a diferentes dos
atomos no centro da caixa, criando-se efeitos de superficie (Hinchliffe, 2003).
Segundo, o numero de particulas ¢ relativamente pequeno se comparado com
um sistema fisico real, que possui dtomos da ordem de Avogadro. Assim, para
minimizar esses efeitos, aplica-se a condi¢do periddica de contorno, permitindo
realizar simulagcdes com um numero relativamente pequeno de particulas, e
permitir que as particulas consideradas sofram efeito dessas forgas como se
estivessem no interior da caixa de simulagdo (Leach, 2001).

A aplicagdao das condi¢des periodicas de contorno implica em realizar
copias da caixa de simulagdo em todas as dire¢des, resultando em um arranjo
periodico tridimensional infinito. Um exemplo de condi¢des periddicas de
contorno em uma caixa bidimensional ¢ mostrado na Figura 2.2, onde cada caixa
¢ recoberta por oito vizinhas, de forma que em uma situagdo tridimensional,
cada caixa € recoberta por 26 vizinhas. As coordenadas das particulas nas caixas
replicadas € computada simplesmente somando e subtraindo o comprimento das
caixas nas integrais. Assim, durante a simula¢do, o0 movimento dos 4tomos na
caixa original sdo reproduzidos nas imagens periodicas. Quando um atomo sai
da caixa original, atravessando uma das faces ao seu redor, uma de suas imagens

entra pela face oposta, com velocidade idéntica, conservando o numero de
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atomos e mantendo a densidade constante na caixa de simulacdo. Isto pode ser

visualizado na Figura 2.2.
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FIGURA 2.2 — Condigdes periodicas de contorno em duas dimensdes.

2.2.1.4 — Raio de Corte

Nas simulagdes de Monte Carlo ou de Dinadmica Molecular, a
caracterizacdao das interacoes nao ligadas sdo os calculos que demandam maior
tempo computacional. Além disso, com a utilizagdo de condi¢des periddicas de
contorno, o numero de calculos das interagdes nao ligadas tende a um nimero
extremamente grande (Leach, 2001; Hinchliffe, 2003). Dessa forma, para evitar
que um dado 4atomo do sistema interaja com sua propria imagem, e para tratar
interagdes de curto alcance (potencial de Lennard-Jones), cujo potencial decai
rapidamente com o aumento da distancia entre as particulas (V~ r®), uma regio
do espaco ¢ delimitada por uma esfera de raio (R.), truncando o potencial em um

raio de corte esférico (Figura 2.3).
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FIGURA 2.3 — Representagdo do raio de corte esférico para um sistema
periodico em duas dimensdes.

O raio de corte (R.) deve ser da ordem de L/2 (R, < 1/2L), sendo L o
comprimento da célula de simulacdo (Allen e Tildesley, 1987). Assim cada
particula interage com particulas reais ou imagens, que estdo dentro do raio de
corte, evitando a interagdo do soluto (no presente caso, peptideo e carboidrato)

com suas imagens.

2.2.1.5 — Interacoes de longo alcance e Soma de Ewald

As intera¢des de longo alcance, cujo potencial ndo decaem na ordem de r°
ou r'?, podem ser limitadas pela utilizagio do raio de corte. Este tipo de
interagdo, que ocorre geralmente entre cargas, possui um potencial que decai na
ordem de r, cujo alcance normalmente ¢ maior do que metade da célula de
simulacdo. Assim, o truncamento desse potencial eletrostatico podera induzir
erros significativos em simulagdes que apresentam espécies carregadas (Leach,
2001). Os métodos mais utilizados parar descrever as interacdes de longo
alcance sdo a soma de Ewald e o método de campo de reacdo. Esta ltima sera
descrita em detalhes no proximo item (2.2.1.6).

O método soma de Ewald fo1 inicialmente proposto por Ewald (Ewald,

1921), no estudo energético de cristais. Neste método, uma determinada
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particula interage com todas as outras particulas da caixa de simulagdo, e com
todas as suas imagens em um arranjo infinito de células periddicas que no limite

apresenta uma forma esférica (Figura 2.4).

FIGURA 2.4 — Representacao da construgdo de um arranjo de células periodicas
no método soma de Ewald. Figura adaptada de (Leach, 2001).

A contribui¢do carga-carga para a funcdo potencial coulombica definida
somente para os pares de cargas na caixa de simulagdo central pode ser escrita

como:

V. =%ZZ—Q’% (11)

sendo rj; a distdncia minima entre as cargas i e j; € & a permissividade no vacuo.

A contribui¢do da interagcdo carga-carga entre as cargas na caixa central e

todas as outras imagens das particulas nas 6 caixas ao redor ¢ dado por:
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1 6 N

N . .
V > Z 9.4, (12)

C
2 n_caixa=l i=l j=1 472'(90 . +r

ij caixa

Conforme a soma vai sendo realizada, novas células sao adicionadas ao
arranjo, e a adigdo ¢ realizada em seqii€ncia a partir das caixas mais proximas da
caixa de simulacdo central. Portanto, a energia potencial eletrostatica total inclui
a contribui¢dao da caixa central com as interagdes entre a caixa central ¢ todas as

caixas imagens (Leach, 2001).

2.2.2.6 — Interacdes coulombicas com o campo de reaciao

A interacdo coulombica pode ser modificada para sistemas homogéneos,
assumindo uma constante dielétrica além do raio de corte r. . O ambiente fora
deste raio ¢ modelado como um continuo dielétrico com constante dielétrica €.+

(Figura 2.5). O potencial eletrostatico (V) € escrito como:

3 o
949 |y o Erf = Vi | o845 Sers

ErTij 2e,¢ +&p 12 ErTe 26pf + Er

(13)

sendo r, o raio de corte, &, a constante dielétrica, €, a constante dielétrica fora

do raio de corte (Lindahl et al., 2001) .
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FIGURA 2.5 — Representagdo esquematica do método campo de reagdo
(reaction field).

A representagdo do meio fora do raio de corte como um continuo
dielétrico homogéneo € uma aproximacao para a simulacao de sistemas em fase
condensada, como macromoléculas em solucao. A constante dielétrica utilizada,
&, € a do solvente empregado, porém a regido externa ao raio de corte durante a
simulagdo ndo necessariamente contém apenas o solvente, podendo também
estar presentes atomos ou moléculas do soluto. O método apresenta uma

demanda computacional significativamente menor do que métodos baseados em

somas de Ewald (Lindahl et al., 2001).

2.3 — Potencial eletrostatico e solvatacao implicita

23.1 — Calculo do potencial eletrostatico resolvendo
numericamente o meétodo de diferenca finita de Poisson-
Boltzmann.

O potencial eletrostatico de um determinado sistema esta diretamente

associado a distribuicdo de carga do sistema (Davis e Mccammon, 1990). De
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acordo com a descrigdo classica, um potencial eletrostatico (¢) se relaciona com

a densidade de carga (p) na posi¢ao » de um determinado soluto pela equacao de

Poisson:

dr’

sendo € a constante dielétrica do meio.

d’(r¢)_ p
o (14)

De forma geral, a equacao de Poisson pode ser escrita como:

V-e(r)Vo(r)=—p(r) (15)

sendo V o operados no sistema de cartesianas, cuja forma ¢é (6/EX, &/cy, 6/¢z) ¢

¢ fun¢do do vetor posigao r.

Considerando um sistema imerso em meio aquoso contendo eletrdlitos, os

ions devem estar distribuidos na solucao segundo a distribuicdo de Boltzmann:

q;9
n, _ e_KT (16)
n

0

sendo 7. ¢ a densidade de ions positivos e negativos por unidade de volume em
uma dada regido do espaco; n, a densidade de ions por unidade de volume em
todo o espaco amostrado; ¢; a carga correspondente a cada ion; ¢ o potencial
eletrostatico em uma dada regido do espago; K a constante de Boltzmann e 7 a

temperatura absoluta.

Assim, introduzindo a equag¢do (16) na equagao (15), pode-se obter a

chamada equagdo de Poisson-Boltzmann:

—49

V-e(r)Vé(r) =—{p(r)+qn.exp o7

(17)
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Para um eletrolito 1:1, adicionando a carga do eletrolito local nas cargas

explicitas p, a diferencial se torna:

V-e(r)\V(r)=—p(r)ten, —en.  as

sendo e a unidade de carga elétrica.

Das equagdes (17) e (18) obtém-se:

—V.e(r)Vo(r)= p(r)—2en smh( k¢(T)j (19)

B

ou

V.[g(r)v¢(r)]:2en0 Sinh( o )} p(r) (20)

Para se obter o potencial eletrostatico de qualquer composto, pode-se usar
o método de diferenca finita para resolver a equagdo de Poisson-Boltzmann.
Para fazer isso, a regido de interesse dever ser divido por pontos de rede,
formando caixas retangulares infinitesimais de dimensdo hy x hy x h,, como

descrito na Figura 2.6.
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FIGURA 2.6 — Rede tridimensional dividindo o sistema de interesse em
inumeros blocos infinitesimais.

Para obter a equacao de Poisson-Boltzmann na forma de diferenca finita,
a equacdo (20) deve ser integrada sobre uma caixa retangular de volume V =

hyhyh, ao redor de cada ponto da rede 1 na posigao r;.

[ V-[e()Vonlav = p,(r)sinbleg(r)/ ktldV [ (p(r)/,)aV 1)

Usando o teorema de Gauss, o lado esquerdo para equacdo (21) ¢
convertido em uma integral de superficie, portanto, as derivadas de ¢ sao

escritas como uma diferenca finita:

[ V-[erVor)lav =[ e(r)Vé(r)-dS

(22)

J;V : [E(I”)V¢(7”)]dV = 26:‘91 puir hjhj) ) hK

J J
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Aqui a soma sobre as seis superficies da caixa retangular com h; = hy = h,,

h, =hs=hy, h;=hs=h,, e j= X,y,x paraj=1,23,¢e -x,-y,—x paraj =4, 5,
6. O termo do lado direito da equacdo 21 pode ser avaliado similarmente

substituindo as integrais com seus valores médio nos pontos de rede:

|, po(r)sinhleg(r)/ kt @V =V, (r,)sinh|eg(r,)/ kt]

| (p(r)/e)dV =Vp(r)/ &, =q(r)/ &, 23)

Substituindo as equagdes 22 e 23 na equacdo 21, nos obtemos uma expressao
para o potencial no i¢simo ponto de rede em termos dos valores do potencial,

carga, e constante dielétrica no ponto de rede, tém-se:

2 b/l + qi(&))

(,f)- _ (24)
: Zj &/h; + pysinh(edy/kT)/d;’

sendo os subscritos 1 € j em ¢, q, € p, se referente as posi¢oes r; € 1; + hJ dos

pontos de rede, respectivamente.

A equagdo (24) ¢ resolvida usando um esquema de relaxagao (Press et al.,
1989). Os valores dos potenciais na borda da rede sdo configurados usando
condicdes periddicas de contorno apropriadas. No processo de relaxacao, um
valor inicial € escolhido arbitrariamente para o potencial em cada ponto da rede.
Este processo ¢ repetido iterativamente até o valor do potencial de todos os

pontos da rede convergir para uma solugao estavel.
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Como veremos adiante, com posse do potencial eletrostatico, torna-se
possivel calcular a energia livre de solvatacdo de um soluto utilizando um

modelo de solvente continuo.

2.3.2 — Modelos de solvatacao implicita

Na descricao da termodinamica de solvatacdo, os modelos de solvente
continuo tém sido os mais utilizados (Tomasi e Persico, 1994; Cramer ¢ Truhlar,
1999; Luque et al., 2003). Inimeras pesquisas recentes tem desenvolvido novas
metodologias computacionais ¢ parametros para diferentes tipos de solutos e
solventes (Orozco e Luque, 1994; Li et al., 1998b; Li et al., 1999; Pliego e
Riveros, 2002).

A medida que melhor descreve a interagdo soluto-solvente € a energia
livre de solvatagdo, a qual ¢ uma medida da afinidade do soluto com o solvente e
pode ser determinada experimentalmente para espécies neutras (Pliego, 2006).

Considerando o equilibrio de um soluto A com uma concentragdo [A], na

fase gasosa e [A]so em solucdo:
—— (25)
Ag Dl E— ASOI

Matematicamente, pode ser escrito como:

[A]sol _ e_ARGYiOIV (26)

4],

sendo AGy,y. a energia livre de solvatagao.

A interagdo soluto-solvente depende do potencial ¢ gerado pelo dielétrico.
Portanto, considerando o processo de transferéncia reversivel do soluto de uma
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posi¢ao fixa em fase gasosa para uma posi¢cao em solugdo, a variagdo de energia
livre de Gibbs no processo (AG) ¢ igual a diferenca de potencial quimico padrao
entre as fases liquida e gasosa, e também ¢ igual ao trabalho (W) realizado sobre

o sistema para realizarmos a transferéncia (Pliego, 2006), ou seja:
A(;solv = Il'lsol o lng = W (27)

Usando a equagdo 34, podemos obter o AGy,, através do trabalho para transferir
o soluto da fase gasosa para a fase liquida.

Dessa forma, considerando-se apenas as interagdes eletrostaticas, Pliego
(Pliego, 2006) sugeriu que podemos calcular o trabalho para descarregar o
soluto em fase gasosa e carregd-lo em solugdo considerando o processo de
carregar o soluto como sendo fun¢do de um parametro A que vai de 0 a 1. Neste
processo, a densidade de carga do soluto vai de 0 até seu valor final p (r) em
cada ponto da cavidade molecular. Por simplicidade, vamos considerar o

processo de carga como sendo uma funcao linear de A, ou seja:

p(r,A) = Ap(r) 8)

Como o potencial eletrostatico ¢ diretamente proporcional a densidade de

cargas, podemos escrever a equagao (28) como:

o(r,A) = Ap(r) (29)

Considerando o processo de carregar o soluto, a variacdo do parametro A, vai
carregar o soluto continuamente. Assim, considerando um pequeno elemento de
volume dV,, o elemento dq de carga que o soluto recebe em uma variagao dA
sera:

(30)
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dg =(p(r)dv, )dA

Levando em consideragdo o processo de carregar todos os pontos do espago
ocupado pelo soluto, o trabalho dW realizado em uma varia¢do dA da carga sera

a soma de todos os elementos de carga dq:
dw=[¢(r,A)dAp(r)dV, (1)

Substituindo a equacao (29) na equacgao (31) e integrando em A de 0 a 1, temos:
1

dw = [ 2dA[ p(r)p(r)dV, (32)
0

que leva a:

dw=_ [ §r)p(r)a. 5

A Equacao 33 serve tanto para o vacuo como para a fase liquida. Considerando
o potencial eletrostatico originado pela molécula, ¢ = ¢,. Na fase liquida, o
potencial eletrostatico também terd a contribuicdo do dielétrico: ¢ = ¢s + dq.

Podemos agora calcular a energia livre de solvatagdo pela relagao:

AG , =W —W (34)

solv solugdo gas

usando a Equacdo 33, teremos:
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AG,, = [(@.0) +8,0DP(IY, ~—[4.(P)pr)aV o9

Resultando em:

AG,,, = [4.)p(r)dV 36)

A equagao 36 mostra uma forma geral de calcular a energia livre de solvatagao.
Entretanto, existem varias outras metodologias e aproximacdes que podem ser
utilizadas. A seguir, serdo descritas as metodologias utilizadas no presente

trabalho:

A) Energia livre de solvatacao utilizando o procedimento de
diferenca finita de Poisson-Boltzmann

A contribuigdo eletrostatica para a energia livre de solvatacao ¢ calculada
utilizando o tratamento completo da eletrostatica continua no procedimento de
diferenca finita de Poisson-Boltzmann (DFPB), descrito no item 2.3.1. Os raios
de van der Waals e cargas parciais sdo derivadas dos parametros do campo de
forca CHARM?22 (Momany et al., 1992), mas na situacdo do presente trabalho,
sera utilizado os parametros do campo de forca GROMOS (Lins e Hunenberger,
2005), o qual foi utilizado nas simulagdes por Dindmica Molecular.

A contribuigdo eletrostatica para a energia livre de solvatagdo ¢ calculada
realizando calculos DFPB no vacuo (constante dielétrico do solvente = 1) e 4gua

(constante dielétrico do solvente ~ 78), tomando a diferenca:

AGPB _ GPB o GPB (37)

water Vacuum
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A energia livre de solvatagdo ¢ calculada como a soma da contribui¢do
eletrostatica e da area superficial, dependente do termo de solvatagdo nao polar

CcCOomo:
AGS()]\-'alion _ AGPB + '}/ASA, (38)

sendo ASA a area superficial acessivel ao solvente, e (y) um coeficiente que

inclui a tensdo superficial do solvente.

B) Energia livre de solvatacao utilizando o modelo de solvatacao
universal SMS5.42R

Em todos os modelos de solvatacdo do tipo SMx (Li et al., 1999)
incluindo o modelo SM5.42R (x = 5.42R), a energia livre de solvatacdo padrao

¢:
AGg = FE — Ey+ Gp + Geps (39)

sendo, que as geometrias em fase gasosa ndo sdo reotimizadas em solugdo, e o
termo (E— Eo + Gp) € também chamado de AGgp (a mudanga na estrutura
eletronica do soluto e energia livre de polarizagdo pelo solvente), e Geps € a
energia livre de dispersao do solvente para formar a cavidade, também chamada
de termo da primeira camada de solvatacdo. A contribuicio E — E, do
Hamiltoniano na fase gasosa ¢ chamado de energia de distor¢do. A energia livre
de solvatacdo ¢ a energia livre de transferéncia do soluto da fase gasosa (ar a 1
atm e 298 K) para a solucdo liquida em um solvente especifico a 298 K e sobre
pressao externa de 1 atm.

Nos modelos SM5.4, Gp possui a forma:
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. | | o 2 o2 2
Gp=— 5 == Z%c%a("kk + 0404 exp| =7/ dyy 00 ]) (40)
€/ kk

sendo rgy- a distancia interatdmica entre os atomos k e k’, oy o raio atdmico para
o atomo K na parte eletrostatica do calculo e ¢ chamado de raio de Coulomb, e
dye a constante empirica otimizada igual a 4.0 A para todos os K e K’, exceto
quando um k e k> ¢ o Hidrogénio e o outro ¢ Carbono, no qual os valores de dy
¢4.2 A.

Em geral, G¢eps € escrito como a soma das tensdes superficiais atdmicas
ok, vezes a area superficial acessivel ao solvente Ay para todos os atomos k no

soluto:
Geps = Z o Ag (41)
k

cada ok € uma funcao multilinear do coeficiente de tensdo semi-empirico o gp:
O = § Thm Im (42)
m

sendo T, a fun¢do nao-linear de distancias interatomicas, nimeros atdmicos, €
um pequeno numero de propriedades do solvente (chamado de descritores de
solvente). Nos modelos SMx anteriores a funcdo T, dependia da ordem de
ligagdo (Cramer e Truhlar, 1992), mas essas dependéncias foram substituidas
por dependéncias nas distancias interatomicas para x = 5 a 5.42 (Giesen ef al.,
1997). O T,, pode também ser chamado de funcionais de primeira camada de
solvatacao.

Os modelos de solvatacio SM5.4 e SM5.42 sao modelos SM5 que adotam
cargas pontuais de classe IV (Li ef al., 1998c) (denotado por .4). Os modelos
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SMS5.4 adotam o modelo de carga CM1 de classe IV (Storer et al., 1995), e os
modelos SM5.42 adotam o modelo de carga CM2 de classe IV (Li et al., 1998¢).

No modelo de cargas CM2 classe IV, a carga q, no atomo k ¢ dado por

L M
di =49, T4, (43)
sendo q" a carga de Lowdin (Mulliken, 1955), ¢ q™ é a modificacio CM2. A

carga de Lowdin ¢ dado por

g =Z,->(5"°Ps"?), (44)

sk
sendo Z a carga nuclear, p a funcdo de base, S a matriz de sobreposi¢ao, e P a
matriz de densidade; q' é dado por
qufw - ZBkk" (Dkkv + Ckk’ Bkk’ ) )
ke =k
sendo By a ordem de ligagdo (o qual ¢ funcdo de P), e D e C as matrizes dos
parametros semi-empiricos.
Nos modelos SM5.42R, a geometria na fase gasosa do soluto ¢ tratado

rigidamente (denotado por R) durante a determinacao dos valores das constantes

semi-empiricas &Km. A parametrizagdo ¢ baseada em calculos, no qual a
geometria ndo ¢ relaxada pela dissolugdo.

Todos os modelos de solvatacdo SM5.42R possuem 2135 energias livres
de solvatagdo para 275 solutos neutros compostos por H, C, N, O, F, P, S, Cl, Br
e I em 91 solventes diferentes (Giesen et al., 1997; Hawkins et al., 1997; 1998).

2.4 — Método hibrido QM/MM (Quantum Mechanics / Molecular
Mechanics)

A metodologia hibrida QM/MM vem datada de 1976, do trabalho de
Warshel e Levitt (Warshel e Levitt, 1976), mas s6 em 1986 uma prescrigdao
pratica da metodologia foi desenvolvida por Singh e Kollman (Singh e Kollman,

1985). Os métodos QM/MM somente recentemente (Gao et al, 1996)
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receberam uma séria aten¢gdo como uma ferramenta pratica de modelagem
molecular, visando analisar sistemas que sdo grandes, para uma descri¢do
exclusivamente quantica (Bash et al., 1987; Eichler et al., 1997). A maioria das
aplicacdes vem se concentrando no tratamento da solvatacao (Gao et al., 1996;
Tunon et al., 1997) e na simulag¢ao de proteinas e acidos nucléicos (Hartsough ¢
Merz, 1995; Liu et al., 1996). Na area de simulacdo de solventes, o método
hibrido QM/MM tem mostrado corretamente a reorganizagdo de cargas de sitios
ativos devido ao efeito do solvente, e forneceu corretamente as barreiras de
energia livre em fase condensada (Gao e Xia, 1992; Ho et al., 1996). A
modelagem QM/MM de proteinas também vem sendo bem sucedida, apesar dos
grandes desafios que essas macromoléculas impoe.

O desenvolvimento das aproximagdes hibridas QM/MM ¢ guiado pela
idéia geral, que sistemas quimicos grandes podem ser particionados em uma
regido eletrostatica importante, que requer um tratamento quantico, enquanto
que a vizinhanga, a qual atua como uma perturbagdo, pode ser descrita
classicamente. Esta perturbagdo classica deve forcar a regido quantica a uma
determinada geometria, e para isso pode-se incluir efeitos eletronicos como o
efeito eletrostatico e polarizagdo. De acordo com esses conceitos, uma reacao
quimica ¢ tratada como uma transformacdo envolvendo somente os centros
reativos (regido quantica) que sdo influenciados pelo meio (regido classica,
como um solvente ou uma proteina).

A maioria dos modelos hibridos QM/MM utilizam, na descrigdo quantica,
as metodologias semi-empiricas (Singh et al., 1986; Hartsough e Merz, 1995);
funcionais de densidade (Murphy ef al., 2000); ligacdes de Valéncia (Schmitt e
Voth, 1999; Mo ¢ Gao, 2000); ou ab-initio Hartree Fock. A descrigado classica do
sistema ¢ realizada utilizando-se os campos de forca frequentemente usados
como o AMBER (Ponder e Case, 2003), CHARMM (Mackerell et al., 1998) e
OPLS-AA (Kaminski ef al., 2000).
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A principal dificuldade nos métodos QM/MM ¢ a descrigao adequada das
interagdes na interface entre a regido QM e MM. Segundo Gao et al. (1998), os
critérios para o tratamento da ligagdo covalente na interface QM/MM, sao:

e Primeiro, sem introduzir graus de liberdade extra, qualquer método que
caracterize a fronteira deve reproduzir corretamente a geometria em
comparagdao com a obtida quanticamente para todo o sistema.

e Segundo, a estrutura eletronica, incluindo distribui¢do de cargas e potencial
eletrostatico, de todo sistema mecéanico quantico deve ser mantido no
fragmento mecanico quantico, e o atomo de fronteira, se tiver, deve ter a
mesma eletronegatividade como em uma molécula tratada quanticamente.

e Terceiro, a superficie de energia potencial torcional com relagdao a ligagao
que conecta a regido mecanica quantica ¢ a regido mecanica molecular
devem ser consistentes com os resultados de calculos puramente quanticos e
mecanicos moleculares.

Uma aproximacao usada para descrever a interface QM/MM ¢ chamada
de “link-atom”. Esta metodologia baseia-se na adicdo de atomos virtuais na
regido quantica para cada ligacdo na interface da regido mecanica molecular
(Singh et al., 1986; Field et al., 1990). Esses “link-atom”, que sdo tipicamente
atomos de hidrogénio, sdo colocados em distincias apropriadas ao longo da
ligagdo e podem ser mantidos (constrained) na dire¢do do atomo da fronteira
mecanica molecular ou sao permitidos se moverem livremente. As forcas entre
esses atomos de ligacdo (“link-atom™) e os atomos mecanico molecular sio
virtuais (ou ndo fisicos), assim todas ou algumas for¢as do subsistema mecanico
molecular sobre o subsistema mecanico quantico sao algumas vezes omitidas.
Quando isso ¢ feito, o fragmento mecéanico quantico ndo evidencia o meio
eletrostatico real (Alhambra ef al., 1998; Reuter et al., 2000).

Outros métodos dispensam ligagdo com atomos virtuais para aplicar
orbitais hibridos. Esta aproxima¢do ainda ndo esta elaborada completamente.

Dois formalismos foram aprovados com sucesso para o tratamento da regido de
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fronteira, que sdo estritamente orbitais atdmicos localizados (Thery et al., 1994;
Assfeld e Rivail, 1996) e orbitais hibridos generalizados (GHOs) (Gao et al.,
1998; Amara et al., 2000).

A superficie de energia potencial QM/MM ¢ calculada introduzindo o
campo elétrico do solvente nos célculos mecanico quantico da molécula de
soluto, durante a simulacdo computacional, de forma que a funcdo de onda do
soluto sera polarizado pela mudanga dindmica das moléculas de solvente ao
redor.

De acordo com Gao ¢ colaboradores (Gao et al., 1996), sistemas em
solucdo, cujo soluto ¢ descrito quanticamente ¢ o solvente classicamente, o

hamiltoniano efetivo (He¢r) pode ser descrito como:

N

__ 170 T el 7 vdw
Heﬂ _HQM +HQM/MM +HQM/MM +H,,, (46)

N

sendo A, 0 hamiltoniano para a molécula de soluto tratado quanticamente,

A

H,, representa a interagdo solvente-solvente, € Hy € Hpy iy S30 08

hamiltonianos QM/MM de interagcdo eletrostatica ¢ de van der Waals,
respectivamente.

Os hamiltonianos QM/MM sao descritos como:

R S N S M 47
HgM/MM :_Zzeqs +ZZQIS€ - (47

s=1 i=l 7"l~S s=1 1 ms

N

y vdW < O-ms N Gms ’
H our 1 :zz4gms R - R (48)

s=1 m=1
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sendo g, e Z,, as cargas dos centros do solvente e do soluto, respectivamente. N ¢
o namero total de elétrons no soluto, S e M sdo o numero total de atomos de
solvente e de soluto, respectivamente; r ¢ distdncia entre os elétrons ¢ R a
distancia entre os nucleos.

Como as estruturas eletronicas das moléculas de solvente ndo sao
explicitamente representadas, o termo QM/MM de van der Waals ¢ requerido
para levar em conta a repulsdo eletronica e a interagdo de dispersdo entre as
regides QM e MM (Field et al., 1990). Os parametros de Lennard-Jones Gy, €

€ms SA0 obtidas pela geometria a partir de pardmetros atdomicos das regidoes MM

12 12 ~
€ €ms = (Em &) ~. O € & sA0

(os e &) e QM (o, € &y), tal que o, = (Owmos)
obtidos diretamente do campo de forca mecanico classico (MM) (Krauss ef al.,
1994), enquanto que o, € &, Sa0 novos parametros empiricos para atomos
descritos quanticamente no potencial QM/MM. Este ultimo pode ser otimizado
para uma combinacdo QM e MM particular para resultar bons resultados para
interagdes soluto-solvente (Gao et al, 1996). Para certos sistemas, uma
aproximagdo geral pode ser feita, onde G, € &, podem se obtidos diretamente
dos parametros de campos de forca.

A energia total de um sistema fluidico em uma configuragdo instantanea

durante uma simulacao de Monte Carlo (MC) ou de Dinamica Molecular (MD)

¢ avaliada pelo valor obtido da fun¢do de onda e ¢ dado por:

A

E, = <CD Heﬁf‘q)> = EQM + EEIM/MM + ESJZV/MM +Eyy (49)

Nesta metodologia acima descrita, a obtencao da energia de um sistema,
utilizando-se o hamiltoniano efetivo esta limitado em descrever a solugao sobre
o efeito de somente um tipo de solvente, pois a descrigdo de um sistema, cujo

soluto esta inserido numa mistura binaria requer a introdu¢do de mais termos no
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hamiltoniano, tornando o calculo bastante complexo e dispendioso,
computacionalmente.

De acordo com o que foi descrito até o presente momento, na abordagem
convencional de calculos QM/MM, o tratamento quintico € o tratamento
classico se dio ao mesmo tempo. Entretanto, existe uma outra abordagem de
calculos hibridos denominada QM/MM sequencial, a qual trabalha a parte
classica (MM) e quantica (QM) separadamente. A metodologia QM/MM
sequencial foi inicialmente proposta e utilizada por Blair e colaboradores (Blair
et al., 1989), no intuito de caracterizar do efeito do solvente no espectro de
absor¢do do formaldeido em dgua. Esta primeira proposta QM/MM sequencial
consistia em gerar configuracdes soluto-solvente (formaldeido-agua) utilizando
Dinamica Molecular, e o conjunto de estruturas com menor energia potencial
foram escolhidas para a realizagdo de calculos ab initio Hartree—Fock no estado
fundamental e excitado para a obtencao do espectro eletronico.

Recentemente, uma nova aproximagdo QM/MM sequencial foi proposta
por Coutinho e Canuto (Coutinho e Canuto, 1997) para estudar o efeito do
solvente, em especial o solvatocromismo. Esta metodologia baseia-se em gerar
configuragdes por simulagdo de Monte Carlo e/ou Dindmica Molecular, e as
configuragdes estatisticamente descorrelacionadas s3o escolhidas para um
calculo Mecanico Quantico de estruturas supramoleculares (utilizando-se a
camada de solvatagdo), permitindo avaliar ligagdes de hidrogénio especificas
entre o soluto e o solvente. Esta metodologia refor¢a a idéia de que
configuragdes correlacionadas geradas por Monte Carlo podem ser excluidas
dos calculos quanticos sem comprometer o resultado da média final (Coutinho et
al., 1998). A aplicagcdo desta metodologia permitiu calcular o solvatocromismo
do benzeno nos solventes benzeno, dgua, cicloexano, e tetracloreto de carbono, e
apresentou resultados que concordam excelentemente com os resultados

experimentais (Coutinho et al., 2000).

52



Neste contexto, baseando-se nas metodologias QM/MM desenvolvidas, €
na necessidade de se descrever o efeito do solvente em solutos com elevado grau
de liberdade conformacional (nimero pequeno de estruturas correlacionadas),
como os polipeptideos, o presente trabalho utilizou uma metodologia QM/MM
sequencial, cujo célculo quantico ¢ realizado a cada intervalo de tempo de uma
simulacdo por Dinamica Molecular. Dessa forma, como a estabilidade da
estrutura em o-hélice de polipeptideos (objetivo dessa tese) depende do tempo
de vida das ligacdes de hidrogénio intramoleculares, que sdo da ordem de ps, os
calculos quanticos foram realizados a nivel semi-empirico, incluindo o efeito do
solvente implicitamente no intervalo de Ips da simulacdo por Dinamica
Molecular. A utilizagdo da metodologia QM/MM sequencial como sera descrita
neste trabalho permitird incluir efeitos de temperatura, pressao e solvatagdao na
conformacdo de compostos que apresentam elevados graus de liberdade
estrutural.

Portanto, com base em todos os métodos aqui descritos, a aproximagao
QM/MM oferece uma ponte pratica entre a mecanica cldssica e quantica e

permite um estudo tedrico de sistemas além de seu estado gasoso.
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Capitulo 3

Conformacio e solubilidade de quitinas e quitosanas a diferentes
graus de acetilacao

3.1- Introducao

As propriedades fisico-quimicas e biologicas de muitas quitosanas sdo
dependente do grau de acetilacdo (GA) e da distribuicdo de grupos acetil ao
longo da cadeia do biopolimero. Esta caracteristica ¢ considerada o parametro
chave para determinar se a quitosana pode ser usada em produtos cosméticos
ou farmacéuticos (Berth e Dautzenberg, 2002). Experimentalmente, o grau de
acetilacdo pode ser controlado pelo tempo, temperatura ¢ pH da reacdo de
deacetilacao (Struszczyk, 1987). Varias técnicas tem sido propostas para
determinar o grau de acetilagdo e caracterizar o efeito do mesmo na cadeia de
quitosanas, como infravermelho (Baxter et al., 1992; Brugnerotto et al.,
2001), analises elementais, reagdes enzimaticas (Pelletier et al., 1990), UV
(Muzzarelli e Rocchetti, 1985), RMN de proton (Rinaudo et al., 1992) e RMN
de C em estado s6lido (Raymond et al., 1993; Heux et al., 2000). O ponto
central do debate ¢ se o grau de acetilagdao pode ou ndo causar agregagdo ou
qualquer outra mudanga conformacional na quitosana (Ottoy et al., 1996). A
distribuigdo de grupos acetil ao longo da cadeia do biopolimero podem
influenciar a solubilidade do polimero e as interacdes entre as cadeias, devido
as ligacoes de hidrogénio e ao carater hidrofobico do grupo acetil (Rinaudo,
2006). Sorlier e colaboradores (Sorlier et al., 2001) mostraram que em
elevados valores de acetilacdo (GA), a quitosana apresenta caracteristicas
similares aos grupos amino em pH basico, resultando agregacdo. Além disso,
quitosanas altamente acetiladas e com grupos acetil localizadas em uma regiao
do polimero, formando blocos, possui maior quantidade de regides cristalinas

e se torna menos suscetivel ao processo de inchamento por solvente. Além
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disso, ja foi observado que quitosanas com GA ao redor de 50% sao soluveis
em agua devido a sua distribuicdo randémica de grupos acetil (Aiba, 1991). O
possivel efeito do GA na conformagdo da cadeia de quitina e quitosana ja foi
discutido anteriormente (Berth er al., 1998); entretanto, ainda existe muitas
contradi¢des na literatura (Pedroni et al., 2003). Berth e Dautzenberg (2002)
atribuiram essas questdes ndo solucionadas a dificuldades na caracterizagdao
fisico-quimica de métodos experimentais. Apesar do progresso atingido na
ultima década por varios pesquisadores, nem tudo a respeito do
comportamento da quitosana em solucdo foi entendido (Berth e Dautzenberg,
2002). Até o presente momento, muitos trabalhos experimentais propuseram
uma representacdo molecular para explicar o efeito do grau de acetilagdo nas
propriedade desses polimeros; entretanto, essas ilustracdes sdo meramente
especulativas (Aiba, 1991; Philippova et al., 2001). Por essa razao ¢
importante prever diferentes caracteristicas intrinsecas da quitosana baseando-
se na andlise por modelagem molecular (Mazeau e Rinaudo, 2004).

No intuito de compreender as propriedades fisico-quimicas da quitosana a
nivel molecular, foi realizado a simulagdo por Dindmica Molecular de fibras e
nanoparticulas de quitina e quitosana em diferentes condi¢des, visando
elucidar o efeito do grau de acetilacdo na conformacao e solubilidade desses

biopolimeros em solu¢ao aquosa.

3.2 — Metodologia

3.2.1 — Sistemas simulados

Os sistemas estudados nesta etapa do trabalho consistem em filamentos de
quitina e quitosana solvatados e de filamentos unidos na forma de
nanoparticulas. Todos os sistemas foram simulados considerando uma cadeia
infinita na direcdo de z, portanto, as interacdes ligadas foram definidas através

das caixas de simulacao.
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A estrutura inicial para os filamentos de quitina e quitosana foi composta
de 10 monomeros de polissacarideos com conformagdo inicial totalmente
randomica, apresentando angulos ¢ ~ -60° e y ~ +110° (sendo ¢ e y definido
pelos atomos O5-C1-01-C4 e C1-O1-C4-C3, respectivamente). A Figura 3.1

mostra graficamente a representacao dos angulos ¢ e y.

¢ = 05-C1-01-C4
Y = €1-01-C4-C3

FIGURA 3.1 — Defini¢do dos angulos diedros ¢ e y ao redor da ligagdo
glicosidica.

Os filamentos simulados individualmente estao descritos na Tabela 3.1.

Todos os filamentos modelados foram colocados em uma caixa de simulacao de

dimensdo x =3,0; y=3,0 e z= 5,0 nm.
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TABELA 3.1 — Descricdo dos filamentos quitina e quitosana solvatados a
diferentes percentagens e distribui¢ao de grupos acetil.

Sistema®  N°®atomos N° ions N° de Grau de Sequéncia’
de soluto aguas acetilacao (%)

CHSy, 155 9 1394 0 d-p-d-p-d-p-d-p-d-p
CHS40v 161 9 1388 40 d-c-p-d-c-p-c-d-p-c
CHS40%B 161 9 1388 40 c-c-c-c-p-d-p-d-p-d
CHTeoes 164 10 1385 60 d-c-p-c-c-d-c-p-c-c
CHTeoun 164 10 1385 60 c-c-c-c-c-c-c-d-p-d

CHT 170 10 1355 100 C-C-C-C-C-C-C-C-C-C

-Yavvre. .. . T < _ _ b1 - 1 Y VWV VYV m — /T
CHS: quitosana, CHT: quitina; "d = glicosamina; p = glicosamina-protonada; ¢ = N-

acetilglicosamina.

A estrutura inicial das nanoparticulas de quitina e quitosana sao
compostas por 9 filamentos de polissacarideos em uma conformagao de hélice 2,
arranjadas em uma configuracao antiparalela. Todas as nanoparticulas simuladas
foram colocadas em uma caixa de simulagdo ctiibica de dimensdo x =y =z=6,0
nm, com uma configura¢ao similar a de um cristal.

Toda e qualquer ligagdo de hidrogénio, interacdo hidrofobica ou contato
proximo favoravel foi estabelecido realizando-se uma simulagdo por Dinamica
Molecular no véacuo (ensemble NVT) por um total de 100 ps, e 0.1 fs para o
passo de integracdo. Todas as nanoparticulas simuladas estdo descritas na

Tabela 3.2.
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TABELA 3.2 — Descrigao das nanoparticulas de quitina e quitosana simuladas a
diferentes percentagens e distribuicdo de grupos acetil.

ﬁ

Sistema” N atomos  N° N° de Grau de Sequéncia
de soluto  ions aguas acetilacao (%)

NanoCHSq, 1395 89 6394 0 d-p-d-p-d-p-d-p-d-p
NanoCHS 49, 1449 89 6392 40 d-c-p-d-c-p-c-d-p-c
NanoCHS40v,5 1449 89 6392 40 c-c-c-c-p-d-p-d-p-d
NanoCHTgge, 1476 90 6291 60 d-c-p-c-c-d-c-p-c-c
NanoCHTegon 1476 90 6291 60 c-c-c-c-c-c-c-d-p-d
Nano-a-CHT 1530 90 6188 100 Cc-c-C-C-C-C-C-C-C-C-C

“CHS: quitosana CHT: quitina; d = glicosamina; p = glicosamina; ¢ = N-acetilglicosamina.

Todos os sistemas foram solvatados completando a caixa de simulagao
com moléculas de agua utilizando o modelo SPC (Berendsen et al., 1987). Além
disso, moléculas de agua foram inseridas nos espagos vazios disponiveis no
interior das nanoparticulas, criando-se cristais hidratados. fons cloreto e sodio
foram utilizados para uniformizar a forga idnica de todos os sistemas estudados
nessa etapa do trabalho. Além disso, considerando que o pKa dos grupos amino
¢ igual 6,5, para reproduzir a condi¢do em que todos os sistemas estdo em pH
6,5, metade dos grupos amino estavam protonados e a outra metade

desprotonados.

3.2.2 — Modificacoes e reparametrizacoes do campo de for¢a para
carboidratos

Para a simulagdo dos biopolimeros quitina e quitosana, foi necessario
fazer modificagdes no campo de for¢a desenvolvido para carboidratos (Lins e
Hunenberger, 2005). A primeira modifica¢do realizada foi no angulo diedro

proprio O1-C1-C2-C3 (Figura 3.2), que define a conformagao cadeira do anel
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piranosidico. Portanto, para evitar a inversao do anel, a constante de for¢ca do
potencial que define o angulo diedro foi multiplicado por 3 como mostra a

Tabela 3.3.

FIGURA 3.2 — Descricio do angulo diedro proprio que define a
conformaciio do anel piranosidico. R = -NH,, -NH;" ou -NH(C=0)CHs.

TABELA 3.3 — Parametros diedrais original e modificado.

Angulo diedro ko (kJ/mol) cos 0
Diedro original 01-C1-C2-C3 0,418 +1
Diedro modificado 01-C1-C2-C3 1,254 +1

Como os sistemas estudados sdo filamentos de quitina e quitosana, o
grupo R (Figura 3.2) foi definido de acordo com a condi¢do da simulagdo.
Assim, para a simulacdo da quitina pura, foi parametrizado o grupo N-acetil,
enquanto que para a quitosana, a qual ¢ sensivel a variagdo de pH, foram
parametrizados os grupos amino (NH,) e grupos amino protonados (NHj").
Portanto, para descrever adequadamente esses grupos, foram introduzidos
parametros de comprimento e angulos de ligacdo, bem como de diedro proprios
e impréprios no campo de forca do GROMOS para agtcares. Para isso, foram
utilizados parametros genéricos do campo de forga GROMOS, capazes de
descrever os grupos N-acetil € amino. A Tabela 3.4 mostra esses parametros de
acordo com a definicdo de cada atomos. A Figura 3.3 mostra a numera¢ao dos

atomos de acordo a defini¢ao do campo de forga.
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TABELA 3.4 — Parametro de comprimento, angulos de ligagdo e angulos
diedros proprios e de deformagdao imprépria obtidos do campo de forca G53a6
do GROMOS.

Tipo de ligagdo ks (10° kJ/mol - nm*) B, (nm)
C2-N2 8,7100e+06 0,1470
N2 — H22 1,8700e+07 0,1000
N2 — H23 1,8700e+07 0,1000
N2 — H24 1,8700e+07 0,1000
N2 -C7 1,1800e+07 0,1330
C7-07 1,6600e+07 0,1230
C7-C8 1,0800e+07 0,1390
Angulos de ligagdo Ko (KJ/mol) 0, (graus)
C3—C2-N2 530,00 111,00
C1-C2-N2 530,00 111,00
H22-N2-C2 390,00 120,00
H23-N2-C2 390,00 120,00
H22-N2-H23 445,00 120,00
H22-N2-H24 445,00 120,00
H24-N2-H23 445,00 120,00
H22-N2-C7 415,00 123,00
O7-C7-N2 730,00 124,00
C8—C7-N2 610,00 115,00
07-C7-C8 685,00 121,00
Diedros proprios ko (kJ/mol) 0 (graus)
C4-C3-C2-N2 545,00 113,00
03-C3-C2-N2 50,00 115,00
05-C1-C2-N2 50,00 115,00
C1-C2-N2-H22 685,00 121,00
N2-C2-C1-01 50,00 115,00
C1-C2-N2-C7 1,00 180,00
C2-N2-C7-C8 33,50 180,00
Diedros improprios K: (KJ/mol - graus®) &, (graus)
CI-C3-N2-C2 167,42 0,00
C1-C3-N2-C2 334,85 35,26
N2-C7-C8-H22 167,42 0,00
C7-C8-N2-07 167,42 0,00

\ \ I

/N2\ /N2\ —N2—C7
H22" 'H23 H22 | “H24 | 8
H23 H22

Figura 3.3 — Numeracio dos atomos no campo de forg¢a.
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Para a descricao das interagdes eletrostaticas foram utilizados as cargas do
campo de forca GROMOS (Lins e Hunenberger, 2005). A carga do atomo C2
(Figura 3.2) do anel piranosidico foi modificado para adequar a carga total do
residuo a entrada dos grupos amino e N-acetil. A Tabela 3.5 resume a carga

parcial de cada 4&tomo em funcao do tipo de residuo de carboidrato.

TABELA 3.5 — Cargas atoOmicas parciais para o campo de for¢ca G53a6 do
GROMOS para carboidratos, descritos em fun¢ao do residuo.

a-D-glicopiranose a-D-glicosamina a-D-glicosamina N-acetil-B-D-
protonada glicosamina
C4 0,232 C4 0,232 C4 0,232 C4 0,232
C3 0,232 C3 0,232 C3 0,232 C3 0,232
03 -0,642 03  -0,642 03 -0,642 03 -0,642
HO3 0,410 HO3 0,410 HO3 0,410 HO3 0,410
C2 0,232 C2 0,000 C2 0,127 C2 0,000
02 -0,642 N2  -0,830 N2 0,129 N2 -0,280
HO2 0,410 H22 0415 H22 0,248 H22 0,280
Cé6 0,232 H23 0415 H23 0,248 C7 0,380
06  -0,642 Cc6 0,232 H24 0,248 07 -0,380
HO6 0,410 06  -0,642 C6 0,232 C8 0,000
Cs5 0,376 HO6 0,410 06  -0,642 C6 0,232
05 -0,480 C5 0,376 HO6 0,410 06  -0,642
Cl 0,232 o5  -0,480 C5 0,376 HO6 0,410
01 -0,360 Cl 0,232 05 -0,480 C5 0,376
01  -0,360 Cl1 0,232 05 -0,480
01 -0,360 Cl 0,232

Ol -0,360

De acordo com a definicdo do GROMOS para atomos unidos, o grupo
metila do N-acetil foi considerado como um unico atomo. Como a carga
resultante do grupo metil € zero, permitindo verificar a existéncia de uma

possivel interagcdo hidrofobica ou de van der Waals, durante a simulacao.
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3.2.3 — Simulacées por Dinamica Molecular

Inicialmente, todos os sistemas modelados tiveram sua energia
minimizada realizando 10000 passos utilizando o algoritmo steepest descent.
Depois da minimizagao, o solvente foi equilibrado realizando-se uma simulagao
por dindmica molecular por 10 ps a 50, 150, e 300K; durante este processo, a
posicdo dos atomos mais pesados (exceto hidrogénio) foram fixados aplicando-
se uma constante de forca de 1,0 . 10° kJ mol” nm™. Apés 30 ps de equilibracio
do solvente, um total de 30 ns e 20 ns de simulacdo por Dindmica Molecular
foram realizados para os filamentos e nanoparticulas, respectivamente. Toda
simulagdo foi realizada em um ensemble isotermico-isobarico (NPT) utilizando
o algoritmo leap-frog (Hockney, 1970) com passo de integragao de 1 fs. As
coordenadas de todos os atomos do sistema foram escritas a cada 1ps para a
realiza¢do das analises.

Durante a simulagdo por Dindmica Molecular, a cada passo de integracao,
0s movimentos translacionais e rotacionais foram removidos do centro de massa
dos sistemas. A temperatura foi mantida por 300 K acoplando os solutos e os
solventes paralelamente aos termostatos de Berendsen (Berendsen et al., 1984)
com um tempo de relaxacdo de 0,1 ps. A pressdo foi mantida a 1 bar pelo
acoplamento do barostato de Berendsen (Berendsen ef al., 1984) com um
tratamento semi-isotropico e tempo de relaxagdo de 10 ps e compressibilidade
de 4,5 . 10 Bar'. O comprimento de ligagio, bem como o movimento de
estiramento linear e angular envolvendo o atomo de hidrogénio foram fixados
utilizando o algoritmo LINCS (Hess et al., 1997).

Na descricdo das interagoes cletrostaticas e de van der Waals de curto
alcance, foi utilizado um raio de corte de 1,4 nm, e¢ as contribuigcdes
eletrostaticas de longo alcance foram tratadas por meio da aproximacdao do

campo de reacdo (Tironi et al., 1995), com € = 66.
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Todas as simulagdes foram realizadas utilizando uma extensdo do campo
de forga para carboidratos do GROMOS (Lins e Hunenberger, 2005), descrito
no item 3.2.2. Em todas as simula¢des foi utilizado o programa GROMACS
3.3.2 (Van Der Spoel et al., 2005).

3.2.4 — Calculo da energia livre de solvatacao

Os calculos da energia livre de solvatagdo para os biopolimeros quitinas e
quitosanas foram obtidos resolvendo numericamente a equagdo nao-linear de
Poisson—Boltzmann e aplicando o procedimento de diferenca finita (Davis e
McCammon, 1990; Nicholls e Honig, 1991; Antosiewicz et al., 1994) o qual foi
realizado utilizando o programa APBS (Adaptative Poisson-Boltzmann Solver)
(Holst et al., 2001) e os parametros do campo de forca GROMOS desenvolvidos
neste trabalho para caracterizar a quitina e a quitosana. A constante dielétrica
utilizada para o solvente implicito foi 78,54 C*/N.m’, com raio do solvente de
1,4 nm, tensdo superficial de 0,105 N/m, e uma forca i6nica de 0,4 mM foi
utilizada para descrever as estruturas em solu¢do aquosa. A constante dielétrica
do soluto usada foi 1 C*/N.m’. O célculo da contribuigdo apolar para a energia
livre de solvatagdo foi utilizado um vy igual a 0,105 kJ/mol. Os potenciais
eletrostaticos tridimensional foram obtidos utilizando 129 pontos de rede nas

direcdes x, y € z.

3.3 Resultados e discussoes

O grau de acetilagdao (GA) tem sido considerado como um dos parametros
que mais influéncia na conformagdo das cadeias de quitina e quitosana.
Entretanto, ainda existe uma elevada controvérsia na literatura a respeito do
efeito do grau de acetilagdo na estrutura e nas propriedades da quitosana. Qun e
Ajun (Qun e Ajun, 2006), baseados em resultados experimentais, concluiram

que o comportamento da quitosana em solu¢do, como a agregagdo, a transicao
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conformacional e as interagcdes intermoleculares permanecem em duvidas e
ainda necessitam maiores investigagdes. De acordo com a configuracdo da
simulagdo realizada, foi possivel isolar a influéncia do grau de acetilagdo nos
filamentos solvatados e nas nanoparticulas. Os sistemas com 40% e 60% de
acetilagdo tiveram seus grupos acetil distribuidos randomicamente e em blocos
(grupos acetil localizados somente em uma regido do polimero).

Para descrever a possivel conformagao que as fibras totalmente solvatadas
podem assumir em solu¢do, os valores ¢ = -60° and y = +110° (estrutura sem
motivo estrutural) foram utilizados como estrutura inicial. Dessa forma, nos
primeiros ns de simulacdo, todas as cadeias solvatadas apresentaram distribui¢ao
¢/y similar. Entretanto, para os ultimos 5ns de simulacdo, os valores de ¢ e vy
atingiram valores observados para a estrutura cristalina desses biopolimeros,
como ilustrado nos mapas de ¢/y da Figura 3.4a-f. Os valores experimentais
disponiveis foram obtidos por difracdo de raios-X e difracao de elétrons para

quitosanas cristalizadas sobre diferentes condigdes experimentais (Figura 3.4a-

e).
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FIGURA 3.4 — Mapa de distribui¢ao dos angulos diedros ¢ e y para os ultimos
5ns de simulagdo para os filamentos de polissacarideos com a) 0%, b) 40%
(distribui¢do randomica), c) 40% (distribuicao em blocos), d) 60% (distribui¢ao
randomica), e) 60% (distribuicao em blocos), ) 100%, de grupos acetil.

O mapa de ¢/ da Figura 3.4 mostra claramente que a quitosana com
nenhum grau de acetilagdo (Figura 3.4a) possui o valor ¢ mais amplo,
mostrando grande mobilidade do mesmo, se comparado com os outros
filamentos. Este comportamento conformacional pode ser explicado pela atragao
eletrostatica entre os grupos amino protonados e desprotonados uniformemente
distribuidos ao longo da cadeia polissacaridica. Assim, devido a presenca de
grupos acetil entre os grupos amino, ocorre uma diminuicdo da interagdo
eletrostatica, resultando em uma menor variagdo dos angulos diedros ¢ e ,
mostrando uma fibra mais rigida, como observado para as fibras solvatadas com
40% e 60% de acetilagao (Figura 3.4 b-e). Estes resultados confirmam o que foi

sugerido por Errington (Errington ef al., 1993): o grupo acetil restringe a rotacao
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ao redor da ligacdo glicosidica, aumentando a rigidez da cadeia. Isto se torna
ainda mais Obvio para o filamento de quitina totalmente acetilado, o qual
convergiu para angulos ¢ e y proximos de -90° e +90° respectivamente,
atingindo uma configuracao de hélice 2.

Dessa forma, para caracterizar detalhadamente a conformacdao de
filamentos de quitosana em solucao, foi calculado a helicidade de cada fibra. Os
valores experimentais de ¢ e y obtidos por difracao de raios-X: I, II, 111, V, VI,
VII e difragdo de elétrons (Figura 3.4 a-f) correspondem a configuragdo
chamada hélice 2 e os angulos mostrados pelo dado de raio-X IV, corresponde a
configuracdo em hélice 4.

Sabe-se que a estrutura cristalina da quitina possui bem menos
variabilidade conformacional que a quitosana (Ogawa et al., 2004; Rinaudo,
2006), e esse biopolimero mantém sua configuracdo em hélice 2 com valores de
¢ e y ao redor de -90° e +90°, respectivamente. Por outro lado, a quitosana pode
assumir quatro tipo principais de conformacao: hélice 2, hélice 2 relaxada, hélice
4/1, e hélice 5/3. Os valores ¢ e y para a quitosana em hélice 2 podem variar
levemente para ¢ = -98° e ¢y = 92° (Yui et al., 1994), a hélice 4/1 pode existir em
duas formas, ¢; = -66,4°, y; = 121,6° € ¢, = -75,0; y, = 126,9° (Lertworasirikul
et al., 2004a) e possui uma unidade de repeticio composta de dois residuos,
entdo pode-se gerar uma hélice 4 completa a partir do grupo espacial P4, (2
residuos que transladam apos 90° de rotagdo). Nenhum valor especifico de ¢ e
yestao associadas as conformagdes hélice 5 e hélice 2 relaxada, uma vez que
eles podem adotar uma ampla faixa de valores (Kawahara et al, 2003;
Lertworasirikul ef al., 2004a). Devido a efeitos de solvatagdo e alta temperatura
(300K) no polimero, comparado com a estrutura cristalina, nao foram
considerados todos os parametros cristalinos que definem os padrdes de hélice
(Ogawa et al., 2004). Ao invés disso, a periodicidade da hélice (helicidade e
repeticdo de cadeia) foi utilizada como critério, permitindo uma variagdo de

+15° da estrutura cristalografica. Para isso foi criado um programa em
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linguagem FORTRAN, baseado no método desenvolvido por Zugenmaier e
Sarko para analisar polimeros fibrosos como polissacarideos (Zugenmaier e
Sarko, 1980). Devido a natureza da configuragdo dos sistemas simulados (cadeia
infinita ao longo da caixa periddica de simulacdo), as conformacgdes foram
descritas de acordo com a classificacdo de Ogawa para a estrutura cristalina de
quitosanas (Ogawa, 1988; Ogawa e Yui, 1993; 1994; Ogawa et al., 2004). De
acordo com esta aproximagao, cinco motivos estruturais foram propostos: hélice
2 (2 residuos por volta, formando um padrao de zigue-zague), hélice 3 (hélice de
mao direita com 3 residuos por volta), hélice 4 (hélice de mao direita com 8
residuos por volta, onde quatro conjuntos de dois residuos sdo rotacionados por
90° ao redor do eixo principal para completar uma volta), hélice 2 relaxada
(hélice de mao direita com 8 residuos por volta, onde cada conjunto de quatro
residuos sdo rotacionados por 180° ao redor do eixo principal para completar
uma volta), e hélice 5 (hélice de mao esquerda com 5 residuos por volta). Se a
configuracdo da cadeia inteira, a qualquer tempo, falhar em cumprir as
condi¢des requeridas para cada motivo estrutural, entdo a cadeia ¢ classificada
como conformac¢do randémica. Uma representacdo grafica das estruturas de
raio-X dos motivos estruturais da quitina e quitosana pode ser encontradas em
um review de Ogawa e colaboradores (Ogawa et al., 2004). A Tabela 3.6 mostra
que a percentagem que cada motivo estrutural pode adotar durante e nos ultimos

5 ns de simulagao.
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TABELA 3.6 — Tendéncia helicoidal da cadeia principal do filamento de quitina
e quitosana solvatado.

Sistema  Tipo de hélice Para 30 ns de simulagao Para os tltimos 5ns de simulagao
(%) (%)
Randomica Bloco Randomica Bloco
Hélice 2 0,2 - 0,1 -
CHSgy;’ Hélice 3 1,6 - 1,4 -
Hélice 4 0,8 - 0,9 -
Hélice 2 16,2 - 12,7 -
relaxada
Hélice 5 17,4 - 16,2 -
Hélice 63,8 - 68,7 -
randémica
Hélice 2 0,0 0,7 0,0 0,3
CHS409, Hélice 3 0,8 2,9 1,4 1,3
Hélice 4 1,0 0,6 1,3 0,7
Hélice 2 18,8 10,0 24,2 9,5
relaxada
Hélice 5 20,4 13,0 11,6 24,1
Hélice 59,0 72,7 61,5 64,2
randdmica
Hélice 2 0,1 2,5 0,1 5,2
CHTg0v Hélice 3 0,3 9,0 0,6 2,3
Hélice 4 0,4 0,4 2,3 0,5
Hélice 2 19,9 7,3 16,6 2,9
relaxada
Hélice 5 24.9 2.4 22,6 3,7
Hélice 54,5 78,5 57,8 85,4
randémica
Hélice 2 6,9 - 12,4 -
CHT 1000 Hélice 3 12 - 0,0 -
Hélice 4 0,4 - 0,0 -
Hélice 2 5,5 - 0,1 -
relaxada
Hélice 5 8,1 - 0,0 -
Hélice 78,0 - 87,6 -
randomica

TR~ -« . 1 . ~_ . q1- . . ~ ~ -+ . P
Nao existe distingdo entre distribuicdo randomica e em blocos para as quitinas e quitosanas
com 0 e 100% de acetilagdo.

A preferéncia configuracional mostrada na Tabela 3.6 revela que o
aumento do numero de grupos de acetil favorece a conformagao hélice 2. Este
comportamento ¢ ainda mais evidente para polissacarideos que possuem

sequéncia continua ou distribui¢do em blocos de grupos acetil. Portanto, existem
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dois tipos de tendéncias helicoidais, de acordo com a distribuicdo de grupos
acetil: 1) quitosanas totalmente deacetiladas ou acetiladas randomicamente
possuem tendéncia em formar hélice 2 relaxada e hélice 5 ao invés de formar
uma hélice 2; por outro lado, ii) quitosanas ou quitinas totalmente acetiladas e
com distribuicdo de grupos acetil em blocos possuem grande tendéncia em
formar uma hélice 2. Isto sugere que o aumento do grau de acetilacdo reduz a
percentagem de hélice 2 relaxada e hélice 5, favorecendo a conformagdo em
hélice 2. Dessa forma, considerando somente os ultimos 5 ns de simulagao, estas
caracteristicas se tornam ainda mais pronunciadas, com um leve aumento de
motivos estruturais em hélice 4 e hélice randomica. Além disso, levando em
consideracdo que a preferéncia de todas as fibras € a hélice randomica (efeitos
de temperatura e solvatagdo), a quitina 100% acetilada convergiu somente para o
motivo estrutural em hélice 2 (12,34%), apresentando somente uma desprezivel
percentagem (0,10%) de hélice 2 relaxada, nos ultimos 5 ns de simulacdo. Isto
mostra que esta quitina possui baixa troca conformacional. Este comportamento
ndo foi observado na andlise dos outros filamentos de polissacarideos, pois os
mesmos ndo convergiram para uma Unica conformagdo helicoidal. Estes
resultados mostraram que apesar do efeito da temperatura e da solvatacdo, os
filamentos de quitina e quitosana assumem conformacgdes que sdo observadas no
estado cristalino.

De acordo com os dados experimentais, o grupo acetil ¢ responsavel por
restringir a rotagdo do polissacarideo ao redor da ligacdo glicosidica (Errington
et al., 1993). Além disso, a cadeia de quitina e de algumas quitosanas adotam
uma conformacdo de hélice 2 devido a ligagdo de hidrogénio intramolecular
0O3-HO3---:0O5 (Okuyama et al., 1997; Lertworasirikul et al., 2004b). Portanto,
baseando-se nessas duas informacodes, torna-se possivel sugerir que 0os grupos
acetil podem contribuir na formacao e estabilizacdo das ligagdes de hidrogénio
03-HO3---O5. Para provar tal suposi¢do, foram avaliados o nimero médio e

tempo de vida de toda possivel ligacdo de hidrogénio que o grupo hidroxila
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0O3-HO3 pode realizar em fung¢do do grau de acetilagdo do polissacarideo. A
Tabela 3.7 mostra as ligagdes de hidrogénio mais observadas para o grupo

hidroxila O3-HO3.

TABELA 3.7 — Numero e tempo de vida médio das ligagdes de hidrogénio, de
toda trajetoria da Dinamica Molecular, para os filamentos de quitina e quitosana
solvatados.

HO3) 05 1) 03-HO3--Oigua Higua~03
Sistema Tempo® Numero” Tempo® Numero” Tempo® Numero”
CHSyv, 4,83 0,48 £ 0,12 2,23 0,29 +0,13 2,26 0,72+ 0,16
CHS400, 5,21 0,57+0,13 2,69 0,2610,11 2,61 0,86%0,16
CHS40%8 5,49 0,58+0,12 2,44 0,25+0,12 2,61 0,86%0,16
CHTéeov 4,96 0,57+0,13 2,94 0,2740,11 2,72 0,9610,16
CHTeo%p 5,28 0,57+0,13 2,67 0,2610,12 2,74 0,94+0,16
CHT 588  0.63+015 332  024+012 3,08  1,08+0.16

“Tempo dado em ps; ® namero médio por unidade de agucar.

Como esperado, os resultados mostrados na Tabela 3.7 revelam que o
numero médio e tempo de vida da ligagdo de hidrogénio O3—-HO3---O5 ¢
diretamente proporcional ao numero de grupos acetil presente no composto, 0
qual favorece a formagdo e a estabilizacdo de interagdes intermoleculares,
justificando o aumento de estruturas em hélice 2 (Tabela 3.6).

O nimero médio e tempo de vida das ligacoes de hidrogénio
HO3 ) -O5m+1) € O3—HO3---O46ua ndo variam significativamente com o grau de
acetilacdo, mas eles possuem tendéncias opostas, mostrando a participagao de
moléculas de 4gua na estabilizagdo da ligagdo de hidrogénio intramolecular.
Além disso, pode-se observar mudangas relevantes no nimero e tempo de vida
das ligagdes de hidrogénio Higua---O3 em funcdo do grau de acetilagdo,

sugerindo que a estabilidade da ligagdo de hidrogénio intramolecular O3—
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HO3---O5 esta relacionada a orientacdo de moléculas de agua (afetada pela
presencga dos grupos N-acetil) ao redor desse grupo hidroxila.

Para certificar tal hipotese, foi calculado a orientacdo de todas as
moléculas de 4gua dentro um raio de 5 A de todos os atomos O3. A Figura 3.5
mostra a distribuicdo de moléculas de 4gua em fun¢do do co-seno do angulo (0),
formado pelo vetor dipolo da molécula de 4gua com o vetor definido pelo 4&tomo
O3 e o atomo de oxigénio da agua. A distribuicdo do numero médio de
moléculas de agua orientadas ao redor das cadeias de quitina e quitosana ¢
mostrado a diferentes porcentagens e distribuicdo de grupos N-acetil. A
distribuicao de grupos acetil ndo interferiu no perfil da orientacdo do solvente,
mas esta foi significativamente afetada pelo aumento da percentagem de grupos

acetil ao longo da cadeia polissacaridica.

Distribui¢do

—— CHS-0%
—— CHS-40%
—— CHS-bloco-40% B
—— CHS-60%

CHS-bloco-60% —
—— CHIT-100%

1 J 1 | 1 J |
-1 -0.5 0 0.5 1
cos( Q)

FIGURA 3.5 — Orientagdo do solvente (4gua) ao redor do 4&tomo de oxigénio O3
das cadeias de quitina e quitosana. Esta propriedade ¢ mostrada como a média
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da orienta¢do (cos 6) sobre toda a simulac¢do, por um raio de 5-A ao redor do
atomo O3. @ ¢ definido pelo angulo entre o vetor formado por O3 e o atomo de
oxigénio da agua e o vetor do dipolo da 4dgua (como ilustrado pelas setas em
preto).

O pico observado ao redor de -0,7 ¢ devido a interagdo do atomo de
hidrogénio da molécula de 4gua com o 4tomo de oxigénio O3 do anel de agucar,
deixando o HO3 disponivel para realizar ligacao de hidrogénio com o atomo OS5
da proxima unidade de actcar. A distribuicdo espacial dos grupos N-acetil e
hidroximetil formam uma cavidade, o qual € ocupada por uma molécula de 4gua
orientada. Isto € capaz de justificar a influéncia dos grupos acetil na estabilidade
das ligacdes de hidrogénio intramolecular O3—-HO3---O5.

Como observado para polimeros naturais, a quitina e quitosana altamente
acetiladas sdo conhecidas pela tendéncia das mesmas em se agregarem em
solu¢do aquosa neutra. Assim, o perfil de orientagdo das moléculas de agua
(Figura 3.5) sugere que ndo s6 a conformacdao em hélice, mas a solubilidade
desses biopolimeros pode ser afetada pela entropia criada pelas moléculas de
dgua ao redor da fibra do polissacarideo.

Para constatar esta sugestao, torna-se necessario verificar todos os fatores
que sdo considerados responsaveis pela solubilidade desses biopolimeros em
agua. Até o presente momento, tém-se observados inumeros fatores que
contribuem para a insolubilidade da quitina e quitosana, como: ligacdo de
hidrogénio intramolecular, interagdes hidrofobicas ou de van der Waals e forgas
eletrostaticas. Para verificar todas essas possibilidades, seis nanoparticulas com
caracteristicas cristalinas (conformacao em hélice 2 e empacotadas de forma
antiparalela) foram simuladas por 20 ns, em pH 6,5 e com as mesmas
caracteristicas das fibras solvatadas.

A solubilidade dessas nanoparticulas foi inicialmente avaliada pela
habilidade das mesmas permanecerem agregadas durante a simulagdo. A

estrutura inicial de todas as nanoparticulas ¢ composta por um unico agregado
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contendo 9 cadeias de polissacarideo. Dessa forma, como critério de selecao,
duas cadeias polissacaridicas sdo consideradas agregadas quando a distancia
maxima entre as mesmas for menor que 0,35 nm. A Tabela 3.8 resume a

caracteristica dos agregados durante a simulacao.

TABELA 3.8 — Numero e caracteristica dos agregados de quitina e quitosana.

Filamentos por agregado

Sistema Numero de Tamanho do Numero % durante a
agregados agregado simulacdo
(filamento)

NanoCHSgq, 6,83+2,00 1,65+1,41 1 62,28
NanoCHS v, 1,95+0,94 5,97£2,86 9 46,67
NanoCHS40v8 1,11+0,31 8,48+1,44 9 88,50
NanoCHTyggq, 1 9 9 100
NanoCHT¢pvp 1 9 9 100
Nano-a-CHT 1 9 9 100

A Tabela 3.8 mostra claramente que o estado de agregacdo das
nanoparticulas de quitina e quitosana sdo significativamente dependentes do
grau de acetilagdo do polissacarideo. Dentre todas as nanoparticulas estudadas, a
quitosana totalmente deacetilada mostrou ser completamente soltivel em solucao
aquosa em pH 6,5. Por outro lado, as nanoparticulas com 60% e 100% de
acetilacdo permanecem agregadas similarmente a sua configuragdo inicial (um
agregado com nove filamentos), mostrando ser totalmente insoltivel em solucao
proxima ao pH neutro. Entretanto, resultados obtidos para a nanoparticula com
40% GA revelaram que a sequéncia continua (bloco) de grupos acetil duplicou o
tempo de vida da estrutura inicial, resultando em agregados com caracteristicas
proximas a sua estrutura inicial. Este resultados (Tabela 3.8) concordam com a

afirmativa de que a solubilidade da quitosana nao depende somente do valor
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médio do GA, mas também da distribui¢do de grupos acetil ao longo da cadeia
principal desses polissacarideos (Rinaudo, 2006).

Os resultados mostrados na Tabela 3.8 sugerem que a quitosana com até
40% de grupos acetil sdo parcialmente soliveis em solu¢ao aquosa em pH 6,5.
Entretanto, ¢ comum a ocorréncia de processos de inchamento em
polissacarideos insoluveis (por exemplo: celulose, amido, quitina e quitosana)
(Schott, 1992; Hoover, 1995; Guibal, 2004). A solubilidade ¢ o processo de
inchamento na quitosana ¢ influenciado pela cristalinidade, a qual ¢
correlacionada com a porcentagem e distribuigdo de grupos acetil ao longo da
cadeia do biopolimero (Aiba, 1991; Cho et al., 2000). Assim, sabendo-se que a
estrutura inicial sdo nanoparticulas com caracteristicas cristalinas, o célculo do
desvio quadratico médio da distancia de cada atomo com relagdo a sua posi¢ao
inicial (Figura 3.6) revelou que as fibras de quitosana, em nanoparticulas com
até 40% de acetilacdo, se afastam umas das outras ¢ a distancia entre elas nao ¢
capaz de manter um unico agregado. Por outro lado, nanoparticulas de quitosana
com 60% e 100% de acetilacdo sofrem somente o processo de inchamento,

causado pela absor¢ao de moléculas de dgua entre as fibras do polissacarideo.
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FIGURA 3.6 — Evolugao temporal dos desvios quadratico médio (RMSD) de
todos os atomos, com relacao a sua estrutura inicial.

A Figura 3.6 mostra claramente que a nanoparticula totalmente
deacetilada (Nanoquitosana-0%) rapidamente perde sua estrutura inicial,
alcangcando um RMSD de aproximadamente 1,5 nm, descrevendo uma situagao
em que todos os filamentos estdo afastados uns dos outros, resultando em fibras

totalmente solvatadas ou em uma nanoparticula soluvel (Figura 3.7).
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FIGURA 3.7 — Representagdao molecular da nanoparticula totalmente deacetilada
apos 20 ns de simulagao.

As quitosanas com 40% de acetilagdo sdo parcialmente soltveis e perdem
gradualmente suas estruturas iniciais, atingindo um RMSD de 0,85 nm e 1,25
nm, para as fibras acetiladas randomicamente e em blocos, respectivamente.
Esta diferenca de RMSD entre os dois co-polimeros ¢ resultado de forcas de
interagdes cooperativa entre os residuos N-acetilglicosamina no polimero em
blocos. A Figura 3.8 mostra a representacdo das nanoparticulas com 40% de

acetilacao.
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FIGURA 3.8 — Representagdo molecular apdés 20ns de simulacdo de
nanoparticulas de quitosana com 40% GA e distribui¢do a) randomica, e b) em
blocos, de grupos acetil.

A Figura 3.8 mostra claramente que nanoparticula com 40% de grupos
acetil distribuidos randomicamente formou 2 tipos de agregados, sendo um
composto por 2 filamentos e os outros dois compostos por 3 filamentos (Figura
3.8a). Por outro lado, apesar de perder totalmente a caracteristica inicial, a
nanoparticula com distribui¢do em blocos de grupos acetil (Figura 3.8b) formou
somente um agregado, onde o ponto de contato entre as fibras situa-se na regiao
dos grupos acetil.

Comportamento similar ¢ observado para a quitosana 60% acetilada, a

qual mostra um pequeno RMSD de 0,35 ¢ 0,30 nm para os co-polimeros
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randomicos ¢ em blocos, respectivamente. Apesar do valor similar do RMSD
entre estes dois co-polimeros, a principal diferenga entre eles se deve ao fato da
quitina acetilada randomicamente sofrer um inchamento uniforme (Figura 3.9a),
enquanto que a quitina com distribui¢do de grupos acetil em blocos apresenta
um inchamento localizado, como mostrado na Figura 3.9b. O pequeno valor de
RMSD observado para esses co-polimeros confirma que a estabilidade da
estrutura inicial ¢ maior com o aumento de grupos acetil. Esta influéncia dos
grupos acetil na estabilidade de agregados se torna ainda mais evidente para a
quitina totalmente acetilada, a qual incha somente 0,218 nm, resultando em uma

estrutura ainda mais similar a sua configuracao inicial.

Figure 3.9 — Representacao molecular de nanoparticulas de quitina apos 20ns de
simulacao com 60% GA e distribui¢do a) randoémica e b) em blocos de grupos
acetil.

Dessa forma, a regido cristalina criada pela distribuicio em blocos de
grupos acetil ¢ responsavel por manter o agregado mais estavel que seu co-
polimero com distribui¢ao randdomica desses grupos. Muitos autores atribuiram

esta estabilidade dos agregados em solugdo a ligagdes de hidrogénio e interagdes
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hidrofobicas entre os residuos acetilados distribuidos ao longo da cadeia
polimérica (Aiba, 1991; Amiji, 1995; Cho et al., 2000; Rinaudo, 2006).

A andlise de possiveis ligagdes de hidrogénio intermolecular entre as
fibras do polissacarideo revelou a existéncia de trés interacdes persistentes: N—
H;)---O=C;, entre grupos acetil (NAc), O-H;;-O=C;, entre os grupos acetil e
hidroximetil (OHyer) € O-Hgy+-Og;) entre grupos hidroximetil. As descri¢oes

dessas interacdes sao mostradas na Tabela 3.9.

TABELA 3.9 — Numero total e tempo de vida para as ligagdes de hidrogénio
mais persistentes entre os filamentos das nanoparticulas de quitina e quitosana,
durante toda a simulacao.

NAc---NAc NAc-- 'OHMET/ OHMET' --NAc OHMET' . 'OHMET

Sistema Tempo® Numero®  Tempo® Numero® Tempo®  Niimero”
NanoCHSq, - - - - 9,82 1,49+2,05
NanoCHSs,  3.77  106+1,14 3,88 3,14+1,49 10,94 48420
NanoCHS4s 3,78  2,32+1,15 4,34 3,29+1,58 12,24 5,5+1,9
NanoCHTge, 3,95 3,57+4127 3,79 7174218 13,64 8874291
NanoCHTeoz 4,11  4,37£1,43 4,67 8,45+2,07 21,52 11,06£2,30
Nano-a-CHT 344 4,43+1,69 3,45 11,66+2,98 15,76  12,24+1,84

NAc: grupo N-acetil; OHygr: grupo hidroximetil do carboidrato.

Os resultados na Tabela 3.9 mostram claramente que as ligacdes de
hidrogénio envolvendo o grupo hidroximetil representam aproximadamente
80% de todas as ligacdes de hidrogénio observadas nesses biopolimeros. O
tempo de vida dessas interacdes intermoleculares pode explicar a elevada
resisténcia da quitina totalmente acetilada, ao processo de inchamento como
mostrado na Figura 3.6. Entretanto, o numero maximo dessas ligacoes de
hidrogénio (14% do total disponivel) ndo ¢ suficiente para explicar a

estabilidade dos demais agregados que formam a nanoparticula quitina e
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quitosana. Schatz e colaboradores (Schatz et al, 2003) propuseram que a
associacdo desses polimeros ocorre preferencialmente por interagdes
hidrofobicas do que por ligagdes de hidrogénio. Isto ¢ confirmado pelo pequeno
numero ¢ tempo de vida das ligagdes de hidrogénio entre os grupos acetil
(Tabela 3.9).

Entretanto, um trabalho recente (Ortona et al., 2008) mostrou que cadeias
alifaticas pequenas, como as observadas na quitosana nao sdo capazes de
promover uma interagdo hidrofébica eficiente entre as cadeias poliméricas.
Portanto, o processo de agregacdo envolvendo interacdes hidrofobicas ¢
cooperativo, o qual envolve a soma de sitios hidrofébicos. Isto justifica o fato
dos agregados de quitina e quitosana com distribuicdo de grupos acetil em
blocos serem mais estaveis e mais resistentes ao processo de inchamento do que
seus co-polimeros acetilados randomicamente.

Entretanto, estas interagdes hidrofobicas ndo sdo capazes de explicar a
formagdo de clusters compostos por 3 filamentos de polissacarideos, como
observado para a quitina com 40% de acetilagdo (Tabela 3.8 e Figura 3.8), ¢ a
relativa estabilidade do agregado de quitina com 60% de grupos acetil
distribuidos randomicamente, a qual apresentou um grau inchamento similar ao
seu co-polimero. Isto sugere que a presenga do grupo acetil possui um papel
diferente no processo de agregacdo, confirmando a conclusdo de Philipova e
colaboradores (Philippova et al., 2001), os quais afirmaram que nem as ligagdes
de hidrogénio e nem as interagdes hidrofobicas sdo responsaveis pela agregacao
da quitina, permanecendo ainda nao resolvido a natureza desses agregados.

Dessa forma, um recente estudo experimental sugeriu que devido ao
comportamento polieletrolitico da quitosana, a solubilidade desses polimeros em
solucdo aquosa ¢ primariamente atribuido a forgas eletrostaticas entre o
polimero ¢ o meio (Lavertu et al., 2008). Para solucionar este problema, a
contribui¢do eletrostatica e apolar para a energia livre de solvatagao foi

calculado para as quitinas e quitosanas solvatadas, resolvendo numericamente a
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equagdo de Poisson-Boltzmann por meio do procedimento de diferenca finita,
utilizando o programa APBS (Holst et al., 2001). As estruturas escolhidas para a
realizacdo dos calculos de potencial eletrostitico foram aquelas, cuja
conformacdo se repetia com maior freqiiéncia durante a simulagdo. As
contribuicdes para a energia livre de solvatacdo foram calculadas, para os
filamentos a diferentes percentagens e distribui¢do de grupos acetil, e seus

valores sdo representados na Tabela 3.10 como contribui¢do média por residuo.

TABELA 3.10 — Contribuicao eletrostatica e apolar por residuo para a energia
livre de solvatacao (kcal/mol) para as cadeias solvatadas de quitina e quitosana.

Sistema AGELETROSTATICA AGapoLAR AG
CHSqq -27,4 5,2 -22,2
CHS40v, -23,4 5,5 -17,9
CHS40%B -23,2 5,6 -17,6
CHTeo -23,0 5,9 -17,1
CHTsov%s -20,6 5,8 -14,8

CHT -15,0 6,1 -8,9

Apesar da impossibilidade de comparar os valores obtidos com valores
experimentais de energia livre de solvatagdo, os resultados mostrados na Tabela
3.10 concordam com as observagdes experimentais (Aiba, 1991; Cho et al.,
2000; Sorlier et al., 2001; Pedroni et al., 2003), mostrando o que era esperado: a
quitosana totalmente deacetilada ¢ a forma mais soltivel em pH 6,5; enquanto
que a quitina altamente acetilada ¢ a estrutura menos soluvel.

Dessa forma, a distribuicdo randémica de grupos acetil e amino em
quitinas e quitosanas, mostrou ser responsavel pelo leve aumento da
solubilidade desse biopolimeros em solu¢ao aquosa, se comparado com 0s seus
respectivos co-polimeros, os quais sdo compostos por residuos distribuidos em

blocos localizados. Isto confirma que a distribuicao ou a localizagao dos grupos
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acetil ¢ imperativo na solubilidade da quitina e quitosana, ou na capacidade dos
mesmos em suportar um processo de inchamento.

Estes resultados também sugerem que a instabilidade dos agregados de
quitosanas totalmente deacetiladas, se deve a repulsdo eletrostatica entre grupos
amino protonados, concordando com a lei geral do comportamento de
quitosanas em solucdo aquosa proposta pelo grupo de pesquisa de Domand
(Sorlier et al., 2001; Sorlier et al., 2002; Schatz et al., 2003). Esta lei defende a
hipotese de que as quitosanas possuem trés dominios definidos pelo grau de
acetilacdo, e os mesmos sdo correlacionados com o comportamento desses
biopolimeros: (i) Para GA menor que 20%, o comportamento ¢ de um
polieletrdlito; (i1) com GA entre 20 e 50%, ocorre a formagdo de um dominio
intermediario, onde as interacoes hidrofilicas e hidrofobicas sdo
contrabalancgadas; (i11) para GA acima de 50%, ocorre associagao das cadeias do
polimero, resultando na formagdo de agregados estaveis.

Entretanto, apesar da boa correlagdo entre os dados tedricos e os dados
experimentais, ainda nao esta claro qual ¢ a for¢a motriz da agregagdo dos
biopolimeros quitina e quitosana em solucdo aquosa. Assim, baseado na idéia de
que a solubilidade da quitina e quitosana estdo relacionadas a interagdo entre as
cadeias do polissacarideo com moléculas de agua (Tabela 3.10), retoma-se o que
foi sugerido anteriormente: a orientacdo do solvente e a microsolvatacao
entropica causada por esta ordem pode ser responsavel pela sua agregagdo em
solucdo aquosa.

Para reforgar esta hipotese, a orientacdo de todas as moléculas de adgua
dentro do raio de 5 A de todos os 4tomos de oxigénio O3 das nanoparticulas,
foram calculadas como descrito anteriormente para os filamentos solvatados. O
perfil da distribuicdo das moléculas de dgua orientadas ndo mostrou diferenga
significativa com relagdo ao perfil observado para as cadeias solvatadas (Figura
3.10). Portanto, baseado nos resultados mostrados nas Tabelas 3.8, 3.10 e

Figuras 3.6, 3.7, 3.8 e 3.9, ¢ possivel sugerir que a orientacdo da molécula de
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agua ao redor dos filamentos quitina e quitosana ¢ diretamente relacionado a
estabilidade dos agregados desses biopolimeros. Esta suposicdo pode ser
confirmada por Okuyama e colaboradores (Okuyama et al., 1997), os quais
observaram que o empacotamento cristalino da estrutura cristalina hidratada da
quitosana ndo ¢ mantido por interacdes diretas entre as fibras, mas sim por
inimeras ligagdes de hidrogénio envolvendo moléculas de agua. Isto sugere que
os agregados de quitina e quitosana nao sdo somente estabilizados por interacdes
entre as fibras, mas também por moléculas de 4dgua entre as cadeias
polissacaridicas. Portanto, a estabilidade dessas interagcdes intermoleculares
envolvendo as moléculas de dgua pode ser altamente dependente da mobilidade

e da orientagdo das moléculas de agua entre as cadeias do polimero.
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FIGURA 3.10 — Orientagdo do solvente (4gua) ao redor do dtomo de oxigénio
O3 das nanoparticulas de quitina e quitosana.

Como discutido anteriormente, o pico ao redor de -0,7 na média da
distribuicdo de moléculas de agua (Figura 3.10) implica que o atomo de

hidrogénio das moléculas de agua estdo interagindo com o atomo O3 (Tabela
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3.7), estabilizando a ligagdo de hidrogénio HO3(, O5¢,+1) € aumentando a
rigidez da cadeia polissacaridica que adota a conformacdo de hélice 2. Esta
rigidez aliada a orientacdo das moléculas de dgua ¢ responsavel por diminuir a
mobilidade das mesmas entre as cadeias poliméricas, favorecendo a estabilidade
das ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de 4gua no interior da matriz de
quitosana e as cadeias do polissacarideo, formando uma estrutura similar a um
cristal hidratado (Okuyama et al., 1997). Isto favorece, a agregacao das fibras de
quitina e quitosana pela formacdo de uma rede de ligagdes de hidrogénio, como

observado na Figura 3.11.

FIGURA 3.11 — Estrutura representativa da matriz de quitina nos ultimos 5ns de
simulagdo, descrevendo a rede de ligagdes de hidrogénio formado entre
moléculas de 4gua orientadas e as cadeias do polissacarideo.

Por outro lado, a quitosana totalmente deacetilada possui uma elevada
percentagem de moléculas de 4gua com o vetor momento dipolar apontado para
o atomo O3 (distribuicdo de cos 0 ao redor de 1, na Figura 3.10), como
consequéncia da atracdo eletrostatica criada pelos grupos amino protonados

H;"). Esta interagdo eletrostatica é responsavel por desestabilizar a ligacdo de
p p g
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hidrogénio intramolecular HO3,)*O5,:1), € formar ligagdo de hidrogénio
HO3---Ow, induzindo maior flexibilidade nas cadeias polissacaridicas, como
observado para a caracterizacao das hélices das fibras solvatadas. Além disso, o
pequeno tempo de vida observado para as ligacdes de hidrogénio O3—-HO3---Ow
e Hagua-O3 (Tabela 3.7), mostram uma grande mobilidade da dgua ao redor
dos filamentos de quitosanas. Portanto, a elevada flexibilidade da cadeia
polissacaridica associado a elevada mobilidade de moléculas de 4gua ao redor
do 4atomo O3, pode ocasionar a dispersdo das cadeias poliméricas,
desestabilizando os agregados de quitosana, e consequente o aumento da
solubilidade da nanoparticula (Figura 3.7). Estes resultados sugerem que a
solubilidade desses biopolimeros € inversamente proporcional a habilidade dos
mesmos em formar a liga¢do de hidrogénio intramolecular HO3;y-:O5 1),

Estes resultados aqui apresentados concordam com a hipdtese de que a
solubilidade da quitosana ¢ controlada principalmente por interagdes
eletrostaticas. Entretanto, a solubilidade de quitinas deacetiladas nao ¢
totalmente governadas pela repulsdo eletrostdtica entre os grupos amino
protonados, como defendido por muito autores (Sorlier et al., 2001; Sorlier et
al., 2002; Schatz et al., 2003), mas sim pela orientacdo das moléculas de 4gua ao
redor das cadeias de polissacarideos, a qual ¢ afetada por essas interacdes
eletrostaticas. Dessa forma, considerando que a maior parte das aplicacoes da
quitina e da quitosana ocorrem em solucdo aquosa, a orientacao das moléculas
de agua mostrou ser o fator responsavel pela agregacao desses biopolimeros em
solucdo aquosa. Apesar da orientacio do solvente ser somente sensivel a
variagdo da percentagem de grupos acetil, as ligagdes de hidrogénio e as
interacdes hidrofébicas sdo efeitos aditivos, quando se compara quitinas e

quitosanas com grupos acetil distribuidos randomicamente e em blocos.
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3.4 — Conclusao

A simulac¢do por Dindmica Molecular de filamentos de quitina e quitosana
totalmente solvatados em solugdo aquosa mostrou que a flexibilidade das
cadeias polissacaridicas € inversamente proporcional ao grau de acetilacdo. As
cadeias mais flexiveis mostram uma conformacao helicoidal que varia entre uma
hélice 2 relaxada e uma hélice 5. Por outro lado, cadeias polissacaridicas
altamente acetiladas e com distribuicdo de grupos acetil em blocos, possuem a
tendéncia em estabilizar a conformacao em hélice 2. Este ultimo motivo
helicoidal (hélice 2) ¢ estabilizado por ligacdes de hidrogénio intramolecular
entre o 4&tomo HO3 de uma unidade de acticar com o atomo OS5 da proxima
unidade, o qual ¢ responsavel por reduzir a variabilidade conformacional do
polissacarideo. A estabilidade desta ligagdo de hidrogénio HO3,) OS54y €
altamente afetada pela orientagdo e tempo de residéncia de moléculas de 4gua ao
redor dos grupos hidroxila O3—-HO3. Simulagdes por Dinamica Molecular de
nanoparticulas de quitina e quitosana mostraram que a solubilidade desses
biopolimeros decresce com o aumento do grau de acetilagdo. Este mesmo
comportamento foi observado experimentalmente, mostrando que este modelo
por Dinamica Molecular ¢ capaz de reproduzir adequadamente as observacoes
experimentais. O pequeno numero de ligagdes de hidrogénio e a pequena
probabilidade de ocorrer interacdes hidrofobicas envolvendo os grupos acetil,
sugerem que a estabilidade dessas nanoparticulas depende da orientagdo e da
mobilidade das moléculas de dgua ao redor do 4tomo O3. Esta mobilidade e
orientacdo sdo responsaveis por criar uma rede de ligagdes de hidrogénio entre
filamentos de agticar e moléculas de agua. Esta situacdo ¢ altamente afetada pela
distribui¢do espacial dos grupos N-acetil e hidroximetil. Apesar da baixa
incidéncia de ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, a simulagao
realizada neste trabalho sugere que estas interagdes sdo fortalecidas quando
existe uma sequéncia continua de residuos N-acetilglicosaminas. As energias
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livre de solvatagdo calculadas indicaram que a solubilidade dessas
nanoparticulas € controlada por interagdes eletrostaticas entre a cadeia de
polissacarideo e as moléculas de agua. A presenca de grupos amino carregados
(NH;") sdo responsaveis pela mudanca na orientacio das moléculas de agua,
aumentando a mobilidade das mesmas ao redor do atomo O3, e resultando na
desestabilizacdo das ligagdes de hidrogénio intramolecular HO3,) - O5,1)
(responsavel pela rigidez da cadeia polissacaridica) e da rede de ligagdes de
hidrogénio envolvendo as moléculas de agua entre as cadeias de agucar. A
correlagdo entre conformacdo da cadeia polissacaridica e a solubilidade da
mesma em agua remete a hipdtese de que a solubilidade desses polimeros €
inversamente relacionado a habilidade dos mesmos em formar a ligagdo de

hidrogénio HO3 05 1.
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Capitulo 4

Avaliacio do efeito da forc¢a ionica e pH em filamentos de quitina
e quitosana

Este capitulo abordard a caracterizagdo molecular de filamentos ou fibras
de quitinas e quitosanas completamente solvatadas em solugdo aquosa. Neste
contexto, serdo determinadas quais sdo as conformacdes que esses filamentos

adquirem em solucao a diferentes pH e forca i0nica.

4.1 — Introducao

A estrutura tridimensional de um biopolimero ¢ altamente dependente de
interacOes intra e intermoleculares. Por exemplo, sabe-se que as ligagdes de
hidrogénio intramoleculares de uma proteina exercem um papel fundamental na
estabilizagdo da estrutura secundaria de peptideos e proteinas. Da mesma forma,
foi proposto que a estrutura da cadeia de quitina e quitosana sdo também
estabilizadas por duas ligagdes de hidrogénio, uma intramolecular e outra
intermolecular (Carlstrom, 1957). A ligacdo de hidrogénio intramolecular ¢
formada entre os 4&tomos HO3 e OS5 de unidades consecutivas de glicosamina
ligadas (Figura 4.1). Esta ligacdo de hidrogénio intramolecular (HO3 ) *O5n+1))
¢ responsavel pelo comprimento e por manter a cadeia de quitina na
conformacdo em hélice 2 (Blackwel, 1969; Ramarkrishnan e Prasad, 1971). No
estado soélido, existem duas possibilidades para as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares, uma ¢ entre dois grupos N-acetil (N-H;--O=C;) e a outra ¢
entre um grupo N-acetil ¢ um grupo hidroximetil. Na a-quitina, cada ligacao
corresponde a 50% da interacdes intermoleculares (Rinaudo, 2006). Este ultimo
padriao estrutural ndo foi observado na estrutura cristalina da B-quitina e isto

justifica a grande suscetibilidade do cristal de B-quitina em inchar (Rinaudo,
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2006). A rede de ligacao de hidrogénio ¢é responsavel por interligar as cadeias de

quitina e arranja-las em camadas (Gardner e Blackwell, 1975; Jang et al., 2004).

g
o=
CH,OH _-HO3-03_ NH
0 0
0
HO TTIH CH,0H
=0
CH;

— — n

FIGURA 4.1 — Defini¢ao dos atomos em um filamento de quitina.

Outros estudos utilizando a cristalografia de Raios-X (Minke e Blackwell,
1978), RMN estado sélido °C (Kameda et al., 2005) e simulacdo por Dindmica
Molecular (Yui et al., 2007) mostraram inimeras informacgdes a respeito das
ligagdes de hidrogénio e da conformagdo dos grupos hidroximetil e N-acetil no
estado solido. Entretanto, ainda ndo existem estudos que descrevem as
propriedades dessas ligagdes de hidrogénio e a possivel orientacdo desses grupos
solvatados. O unico estudo molecular envolvendo a presenga de moléculas de
agua foi no estudo por difracio de Raios-X da estrutura cristalina da forma
monohidratada da quitina [CsH;30sN(H,0)],, (Dweltz, 1961). Este estudo
mostrou que as moléculas fazem parte da rede de ligagdes de hidrogénio
estabilizando o sistema. Os grupos hidroxila foram considerados como os
participantes das ligacdes de hidrogénio envolvendo as moléculas de agua, a
qual possui uma distancia tipica de 2,8 A. Como a quitina, a estrutura da
quitosana também mostra ligacdes de hidrogénio entre os dtomos de oxigénio
O3@my € OS54+ através da ligagdo glicosidica, e ligagdo de hidrogénio
intermolecular envolvendo o atomo de oxigénio (O6) do grupo hidroximetil de
uma cadeia e o nitrogénio (N2) do grupo amina da unidade D-glicosamina de
outra cadeia. O padrao de empacotamento do polimero ¢ altamente dependente
do nivel de acetilagdo. Além disso, moléculas de dgua exercem um papel
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importante no empacotamento, conformagdo, e propriedades mecanicas de
materiais compostos de quitina e quitosana (Mazeau e Rinaudo, 2004; Li ef al.,
2006). Nas formas hidratadas da quitosana, o empacotamento pode ser
estabilizado por varias ligagdes de hidrogénio mediado por moléculas de agua
sem haver contato direto entre as fibras (Ogawa et al., 2004). Entretanto, a
conformacdo em solugdo e a influéncia do solvente nesses polimeros ainda
permanecem incertos e sobre debate (Pedroni et al., 2003a; Pedroni et al.,
2003b; Li et al., 20006).

Portanto, para um melhor entendimento dessas interagcdes a nivel
molecular, foi realizado simulagdes de Dinamica Molecular de cadeias de
quitina e quitosana sobre diferentes condi¢Oes, objetivando o efeito da
solvatacdao no padrao de ligagdes de hidrogénio, estrutura, e solubilidade desses
polimeros. Neste contexto, a influéncia da for¢a id6nica na conformacdo da
quitina e a influéncia do pH na conformag¢do da quitosana também sera

discutido.

4.2 Metodologia

4.2.1 — Sistemas simulados

Todos os filamentos de quitina e quitosana que foram modelados de
acordo com os modelos descritos no item 3.2.1. Todos os sistemas simulados

estdao descritos na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1. Descrigao dos sistemas simulados.

Sistema® N°atomos N°ions  N°de Grau de acetilagdo  Forga idnica pH
do soluto aguas (%) (mol. Kg™)

CHT 170 0 1365 100 0,0 n/a
CHTo4 170 10 1355 100 0,4 n/a
CHT, 170 30 1335 100 1,1 n/a

CHSAicipo 160 10 1473 0 0,4 Acido
CHSNEUTRO 155 10 1394 0 0,4 Neéutron
CHSgasico 150 10 1477 0 0,4 Basico
B-quitina® 1530 0 6310 100 0,0 n/a

“CHT: quitina; CHS: quitosana; ° os valores do pH corresponde a: acido < 4; neutro = 6.5;
basico > 10; © corresponde a 9 fibras arranjadas em uma matriz 3x3.

As cadeias dos polimeros modelados foram inseridas em uma caixa de
simulagdo retangular com dimensdes x = 3,0, y = 3,0 e z = 5,0 nm. Todos os
sistemas foram simulados considerando uma cadeia infinita na direcao de z,
portanto, as interacdes ligadas foram definidas através das caixas de simulagao.
As nanoparticulas foram formadas por 9 filamentos de quitina arranjadas em
uma matriz 3 X 3 com a configuracao da [-quitina.

Todos os sistemas foram solvatados completando a caixa de simulagdo

com moléculas de dgua utilizando o modelo SPC (Berendsen ef al., 1987).

4.2.2 — Simulacdes por Dindmica Molecular

Inicialmente, todos os sistemas modelados tiveram sua energia
minimizada realizando 10000 passos utilizando o algoritmo steepest descent.
Depois da minimizacao, o solvente foi equilibrado realizando-se uma simulagao
por dindmica molecular por 10 ps a 50, 150, e 300K; durante este processo, a
posi¢ao dos atomos mais pesados (exceto hidrogénio) foram fixados aplicando-
se uma constante de forca de 1,0 . 10> kJ. Mol .nm™. Apés 30 ps de equilibragio
do solvente, um total de 30 ns e 20ns de simulagdo por Dindmica Molecular

foram realizados para os filamentos e nanoparticula, respectivamente. Toda
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simulagdo foi realizada em um ensemble isotermico-isobarico (NPT) utilizando
o algoritmo leap-frog (Hockney, 1970) com passo de integracdo de 1 fs. As
coordenadas de todos os dtomos do sistema foram escritas a cada lps para a
realizacao das analises.

Durante a simulag¢do por Dindmica Molecular, a cada passo de integragao,
os movimentos translacionais e rotacionais foram removidos do centro de massa
dos sistemas. A temperatura foi mantida por 300K acoplando o sistema ao
termostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984) com um tempo de relaxagao
de 0.1 ps. A pressao foi mantida a 1 bar pelo acoplamento do barostato de
Berendsen (Berendsen ef al., 1984) com um tratamento semi-isotropico e tempo
de relaxacio de 10 ps e compressibilidade de 4,5 . 10” Bar”'. O comprimento de
ligacdo, bem como o movimento de estiramento linear e angular envolvendo o
atomo de hidrogénio foram fixados utilizando o algoritmo LINCS (Hess ef al.,
1997).

Na descrigdo das interagdes eletrostaticas e de van der Waals de curto
alcance, foi utilizado um raio de corte de 1,4 nm, e¢ as contribuigcdes
eletrostaticas de longo alcance foram tratadas por meio da aproximacdo do
campo de reacgdo (Tironi et al., 1995), com ¢ = 66.

Todas as simulagdes foram realizadas utilizando uma extensdo do campo
de forga para carboidratos do GROMOS (Lins e Hunenberger, 2005), descrito
no item 3.2.2. Em todas as simulac¢des foi utilizado o programa GROMACS
3.3.2 (Van Der Spoel et al., 2005).

4.3 Resultados e discussao

A forca idnica ¢ bem conhecida por exercer um importante papel na
habilidade da quitina e quitosana em formar agregados e diferentes tipos de géis
e nanoparticulas em solugdo. Por exemplo, o decréscimo do comprimento de um
filamento de quitosana em géis estd correlacionado ao aumento da forga i6nica
do meio (Vachoud et al., 2000). Entretanto, este efeito com relagdo as cadeias
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de polissacarideos permanece ainda questionavel. Devido a natureza da
simulacao feita, foi possivel isolar a influéncia da forga i6nica sobre uma Unica
cadeia de quitina em solucao aquosa. Baseando-se no fato de que os valores de ¢
= -60° ¢ v = +110° foram adotados como os valores iniciais, a andlise da
evolucao temporal dos angulos diedros ¢ e y da quitina, mostrou a influéncia da
forca i6nica na convergéncia estrutural dessas cadeias, com relagdo a sua

estrutura inicial (Figura 4.2 a,b).
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FIGURA 4.2 — Angulos de tor¢do ¢ e y para a quitina em diferentes forgas
10nicas: a) e b) em funcdo do tempo de simulacio e c-e) mapa de distribuicao de
¢ e y para os ultimos 5ns dos sistemas a c¢) 0,0M, d) 0,4M, e e) 1,1 M de forga
16nica. Trés valores de ¢ e y experimentalmente determinados de cristais de o-
[raio-X II (Minke e Blackwell, 1978))] e B-quitina [raio-X I(Yui ef al., 2007);
raio-X III(Gardner e Blackwell, 1975)], os quais sdo plotados para referéncia em
c-e). Os valores de a) e b) sdo mostrados em um intervalo de 20 ps.

94



De acordo com a Figura 4.2, torna-se bem claro que o aumento da forga
10nica retarda o equilibrio estrutural da quitina. Na auséncia de sal, a estrutura
de equilibrio da quitina (hélice 2) ¢ atingida apos aproximadamente 5 ns de
simulagdo. O sistema com 1,1M de NaCl atinge a mesma configuracdo somente
apés 25 ns de simulagdo. Entretanto, apesar dessa diferenca nos tempos de
convergéncia estrutural, todas as simulagdes dos filamentos solvatados
mostraram valores de angulos diedros ¢ e y similares a da quitina cristalina. Isto
¢ ilustrado nos mapas de ¢/y, amostrados nos ultimos Sns de simulagdo (Figura
4.2c-e). Para questdo de comparagdo, valores obtidos experimentalmente por
difragdo de raios-X para duas B-quitina e uma oa-quitina foram plotados (Figura
4.2c-e). Estes resultados mostram que as cadeias de quitina totalmente
solvatadas possuem a tendéncia de assumir uma configuracao tipica da quitina
cristalina, indicando que a forga idnica até 1,1 M de NaCl nao altera o equilibrio
conformacional da quitina em agua a temperatura ambiente.

Com o intuito de caracterizar detalhadamente a estrutura das cadeias de
quitina em solug¢do aquosa, foi calculado a helicidade de cada filamento em
funcdo do tempo de simulagdo. A descricdo de como cada motivo estrutural em
hélice € calculado j& foi descrito no item 3.3 desta Tese. A evolugdo temporal
das configuragdes helicoidais sdo mostradas nos graficos da Figura 4.3 para as
cadeias com forg¢a i6nica de 0,0; 0,4; ¢ 1,1 M. A conformacao classificada como

randomica, ndo foi mostrada no presente grafico.
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FIGURA 4.3 — Padrdo estrutural para cadeias de a-c) quitina e d-f) quitosana em
solucdo aquosa em funcdo do tempo: a) quitina 0,0 M; b) quitina 0,4 M; c)
quitina 1,1 M; d) quitosana em pH elevado; e) quitosana em pH neutro; e f)
quitosana em baixo pH.

Estes resultados mostram que o a dinamica estrutural das cadeias de
quitina ¢ reduzida com o aumento da for¢a i0Onica, a qual estabiliza a
configuracdo inicial (Figura 4.3). Como esperado, todas as cadeias (quitina)
convergem para a hélice 2, e nenhum outro motivo estrutural ¢ observado na
distribuicao helicoidal nos ultimos 5ns de simulacdo. As diferentes cadeias de
quitina visitaram todas as possiveis configuragdes antes de atingir o equilibrio
conformacional, mostrando que o sistema molecular aqui descrito possui grande
preferéncia pelo motivo estrutural hélice 2. Isto indica que a dinadmica e a
conformagdo da quitina pode ser temporariamente alterada pela interacdo com as
espécies i0nicas. Estes resultados sdo suportados por um recente trabalho
experimental, onde uma solucao de NaOH/uréia (na propor¢do em massa de 8/4,
respectivamente), mostrou ser capaz de solubilizar a quitina a temperatura ao

redor de -10°C (Hu et al., 2007). No mecanismo proposto, os ions Na' sdo
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responsaveis por facilitar a entrada de moléculas de agua na estrutura cristalina
da quitina e destrui-la pela quebra das ligacdes de hidrogénio. A presenca da
uréia foi verificada ser necessaria para estabilizar a solu¢do, uma vez que
somente pela presenca do sal, ocorreria o processo de gelatinizagdo. Na presente
simulagdo, a configuracdo com maior concentragdo de sal ¢ equivalente a
solucao com uma concentragao de NaCl de aproximadamente 4% em massa.

As ligacdes de hidrogénio entre cadeias sdo conhecidas por serem
responsaveis por estabilizar o empacotamento cristalino (Blackwel, 1969;
Mazeau et al., 1994; Jang et al., 2004). A N-acetilglicosamina também ¢
conhecida por ser levemente solivel em etanol. Entretanto, os nossos resultados
mostram que a cadeia de quitina em solucdo aquosa apresenta pouca
variabilidade estrutural e similar grau de rigidez a estrutura cristalina (baseado
na distribuicdo de ¢/y e conformacao helicoidal). Isto ndo pode ser explicado
simplesmente pela elevada barreira rotacional ao redor da ligacdo glicosidica,
uma vez que a quitosana nao se comportou de forma similar. A Figura 4.3d-f
mostra que a quitosana apresenta maior diversidade conformacional que a
quitina, o que se torna mais evidente em soluc¢ao acida. Em pH bésico, a hélice 2
¢ evidentemente a configuragdo dominante, seguida pela conformacao hélice 5 e
hélice 2 relaxada. A hélice 2 ¢ raramente visitada em pH neutro, e as hélices
menos simétricas (2 € 5) sdo as duas conformagdes preferenciais em pH 4cido.
Anadlises dos padroes das ligacdes de hidrogénio na quitina revelaram a
existéncia de somente uma ligacdo de hidrogénio persistente, chamada
HO3 ) *O5n+1), a qual € a forga motriz responsavel pela estabilizagdo do motivo
estrutural hélice 2 (Figura 4.4). Esta interagdo restringe os valores que y pode
assumir, fixando a cadeia na configuracdo de hélice 2. Um comportamento
similar foi observado para a simulacdo da nanoparticula de B-quitina (Tabela
4.2). A configuragdo da B-nanoquitina € composta por 9 cadeias arranjadas em
uma matriz 3X3 solvatada por moléculas de dgua. Portanto, a cadeia central

deste sistema ¢ completamente brindada das outras moléculas de dgua. As
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analises das interacOes da cadeia central com os outros filamentos mostraram a
existéncia de trés ligagdes de hidrogénio persistentes. As ligagdes de hidrogénio
intramoleculares do tipo HO3(,*O54:1) € as ligagdes de hidrogénio
intermoleculares entre os grupos N-acetil de diferentes cadeias, ja foram
descritas e sdo consideradas como as responsaveis por manter ligado as cadeias
e as camadas de quitina no cristal anidro (Gardner e Blackwell, 1975; Jang et
al., 2004). Além dessas interagdes, a simulacdo realizada mostrou que
aproximadamente 20% das ligagdes de hidrogénio intermolecular ocorrem entre
o grupo hidroximetil de uma cadeia com o grupo N-acetil de outra cadeia da
nanoparticula  (Tabela 4.2). Estas ultimas interagdes ndo foram
experimentalmente observadas em cristais de [-quitina. (Estas discrepancias
ocorreram provavelmente devido a 1) sua baixa ocorréncia (20%) e o fraco
carater dessas ligacoes de hidrogénio (tempo de vida ¢ a metade das ligagdes
entre dois grupos N-acetil); i1) medidas experimentais obtidas para o cristal,
mostraram pouca ou quase nenhuma variabilidade conformacional; ou iii) a
combinag¢do de ambos. Para as cadeias internas da nanoparticula, a freqiiéncia de
ligagdes de hidrogénio intramolecular do tipo HO3(, 0541 alcangam
aproximadamente 90%, e seu tempo de vida aumenta em aproximadamente 60%
comparado com a cadeia solvatada. Se a ligacdo de hidrogénio intramolecular
HO3 ) * 0511 € responsavel por manter a cadeia de quitina no motivo estrutural
em hélice 2 e se a auséncia de solvatacdo nessa regiao fortalece tal interagao, ¢
razoavel propor que a solubilidade da quitina ¢ inversamente relacionada a

estabilidade dessa interacao.
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TABELA 4.2 — Numero e tempo de vida média das ligagdes de hidrogénio na
quitina e quitosana para a toda a trajetoria.

HO3 )05+ 0O3-HO3:*Oigua Higua--O3
Sistema Tempo® Namero® Tempo®  Nimero® Tempo® Numero®
QUITINA
CHT 6,13 0,69+ 0,14 2,73 0,19+0,11 3,10 1,08 £0,16
CHTy4 5,88 0,63 +£0,15 3,32 0,24+ 0,12 3,08 1,08 £0,16
CHT,., 5,34 0,58 £0,15 3,25 0,25+0,13 3,02 1,08 £0,17
QUITOSANA

CHS1ow 2,71 0,53 +£0.14 1,69 0,27+0,13 1,10 0,26 £0,14
CHSNEeuTRAL 4,83  0,48+0.12 2,23 0,29+0,13 2,26 0,72 £0,16
CHSwign 5,60 0,59 +£0.15 1,84 0,19+0,12 2,66 1,25 +£0,18

NANOPARTICULA DE QUITINA

HO3(n)' : '05(n+1) NAc---NAc NAc-- OHMET/OHMET -NAc
Nanoquitina Tempo®  Numero® Tempo® Numero® Tempo® Numero”
(fibra central 977  086+0,11 7,61  0,51+0,09 4,23 0,22 £0,14

“Tempo ¢é dado em ps; Phumero médio por unidade de agucar; NAc: grupo N-acetil; OHypr:
grupo hidroximetil.

Portanto, na tentativa de verificar tal hipdtese, trés simulagdes de 30 ns de
cadeias de quitosana (quitina 100% deacetilada) totalmente solvatadas em 4gua
foram realizadas em pH basico, neutro e acido, sabendo-se que quitosanas sao
totalmente soluveis em pH abaixo de 6 (Rinaudo, 2006). As tendéncias
helicoidais e os padrdes das ligagdes de hidrogénio foram calculados para as trés
simulagdes e estdo ilustradas na Figura 4.3 d-f e Tabela 4.2. O niimero médio de
ligagdes de hidrogénio entre cadeias do tipo HO3 ) **O5,+1), na quitosana, ndo €
significativamente diferente dos valores observados para a quitina, ou em funcao
do pH. Entretanto, mudangas drasticas foram observadas no 1) numero de

moléculas de agua realizando ligagdes de hidrogénio, como doador, para com o
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atomo O3 e 1) o tempo de vida das interagdes HO3,)*O5¢11). Assim, quanto
maior o pH, mais préximo o nimero dessas interagdes se aproximam dos
valores observados para a quitina. Por exemplo, para a quitosana em pH acido, o
tempo de vida da ligagdo de hidrogénio HO3,)*O5(,:1) € somente a metade do
valor da quitina (3 versus 6 ps, respectivamente), enquanto que os valores médio
e o tempo de residéncia da molécula de dgua interagindo com o atomo O3, na
quitosana em pH acido, ¢ quase idéntico aos valores observados para a quitina.
Estas diferencas nos tempos de residéncia sugerem que a conformagdo e a
solubilidade sdo afetadas pela microsolvatagdo entrdpica.

Para provar esta hipdtese, a orientacdo de todas as moléculas de agua
dentre um raio de 5 A do atomo O3 foi calculado e foi feito uma média
considerando toda a simulagdo. Este resultado € mostrado na Figura 4.4 como o
co-seno do angulo (0), formado pelo dipolo do vetor da molécula de 4gua com o
vetor definido pelo atomo O3 e o 4&tomo de oxigénio da dgua. O nimero médio
de moléculas de dgua no perfil de distribuicao da orientagao da quitina a 0.4 M ¢
mostrado junto as distribui¢cdes das cadeias de quitina com a mesma forca
i6nica, mas em diferentes valores de pH. Nenhuma diferenca significativa foi
observada em fung¢do da forca idnica. O pico observado para a quitina ao redor
de -0.7 ¢ devido ao niimero de ligagdes de hidrogénio que a molécula de dgua
realiza com o atomo de oxigénio O3 do anel do agucar, deixando o HO3
disponivel para a realizagdo da ligagdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio
O5 da proxima unidade de actcar. A distribuicao espacial dos grupos N-acetil e
hidroximetil definem uma cavidade, a qual ¢ ocupada por moléculas de agua. A
posicdo desta molécula de agua ¢ estabilizada por ligagdes de hidrogénio
envolvendo tanto o atomo hidrogénio, quanto o atomo de oxigénio do grupo
hidroximetil dos agucares da vizinhanga (Figura 4.4). Os grupos NAc nao foram

observados como parte integrante deste arranjo.
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FIGURA 4.4 — A orientacdao do solvente (dgua) ao redor do dtomo de oxigénio
O3 das cadeias de quitina e quitosana. Esta propriedade ¢ mostrada como a
média da orientacdo (cos ) sobre toda a simulagio, por um raio de 5-A ao redor
do atomo O3. @ ¢ definido pelo angulo formado entre o vetor formado por O3 e
o atomo de oxigénio da dgua e o vetor do dipolo da 4gua (como ilustrado pelas
setas em preto). As ligagdes de hidrogénio sdo representadas pelas linhas azuis
pontilhadas.

Para a quitosana, o perfil de distribui¢do da orientacdo do solvente ao
redor dos filamentos de aclicar se torna cada vez mais similar ao perfil de
distribui¢do da quitina @ medida que o pH aumenta, a qual resulta na diminuicao

da solubilidade. O perfil de distribui¢do aparentemente similar para a orientacao
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e distribuicdo de moléculas de dgua ao redor desta regido ¢ observada para a
quitina e quitosana em pH basico (as duas espécies mais insoluveis). A andlise
do potencial eletrostatico revela um aumento da diponibilidade de sitios
negativamente carregados na superficie da quitosana com o aumento do pH
(Figura 4.5). Por esse motivo as superficies moleculares da quitina e da
quitosana em pH &acido exibem um mesmo perfil eletrostatico (Figura 4.5). A
visualizagdo destas propriedades permite-nos entender como a molécula esta
solvatando o polimero. As moléculas de 4gua na primeira camada de solvatacao
da quitosana, em pH acido, interagem com os aglcares principalmente através
dos atomos de oxigénio. Em contraste, uma consideravel quantidade de
moléculas de agua realizam ligagdes de hidrogénio por meio de seus atomos de
hidrogénio (como mostrado na Figura 4.4). A variacdo conformacional das
cadeias de quitosana esta também em concordancia com a hipotese de que a
estabilidade da ligag¢do de hidrogénio HO3,)*O5,:1) favorece a configuragdo de
hélice 2. A andlise conformacional em fun¢dao do tempo de simulagdo mostrou
que o motivo estrutural em hélice 2 ¢ raramente visitado pela cadeia de
quitosana em pH acido (soluvel). Esta tendéncia ¢ alterada a medida que o pH
aumenta, € o motivo estrutural em hélice 2 se torna a configuragdo mais

representativa da configuracdao em pH basico (Figura 4.3d-f).
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FIGURA 4.5 - Potencial eletrostatico plotado na superficie molecular para a)
quitina e b-d) quitosana; b) quitosana em pH bésico; c¢) quitosana em pH neutro;
¢ d) quitosana em pH 4&cido. Os potenciais positivos (azul) e negativo
(vermelho) correspondem a faixa de -50KgT/e a +50 KgT/e.

O numero de fatores que contribuem para a solubilidade, como ligacdes
de hidrogénio intermoleculares, for¢as de van der Waals, e interagdes
hidrofobicas, tem sido descrito (Amiji, 1995; Nystrom et al., 1999; Philippova et
al., 2001). Entretanto, um estudo experimental sugere que a solubilidade da
quitosana em solu¢do aquosa € primariamente atribuido as forgas eletrostaticas
entre o polimero e o meio (Lavertu ef al., 2008). Para solucionar esse problema,
a contribuicao eletrostatica e apolar para a energia livre de solvatacao da quitina
e quitosana foi calculado numericamente a equagdao nao-linear de Poisson—
Bolztmann pelo método da diferenca finita usando o programa APBS (Holst et
al., 2001), como descrito na metodologia. Estruturas representativas que

correspondem ao seu equilibrio conformacional foram selecionadas nos ultimos
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5ns de simulacdo com uma mesma forg¢a i6nica, de forma que o pH seja a tnica
variavel entre as cadeias de quitosana. A contribuicdo para a energia livre de
solvatagdo foi calculada e ¢ representada na Tabela 4.3, mostrando a

contribuicao para cada residuo.

TABELA 4.3 — Contribuicao meédia por residuo (kcal/mol) da energia livre de
solvatacdo das cadeias de quitina e quitosana.

Sistema AGELETROSTATICO AGapoLAR AG
CHT -15,0 6,1 -8,9
CHSAicmo -50,6 5,2 -45.,4
CHS~EuTRO -27,4 5,2 -22,2
CHSgA4sico -15,0 5,3 -9.9

Os valores estimados da energia livre de solvatagdo ndo podem se
comparados com valores experimentais, devido a auséncia de tais medidas na
literatura. Entretanto, estes resultados estdo de acordo com as observacgdes
experimentais com relacdo a solubilidade da quitina e quitosana. Estes
resultados mostram claramente que a quitosana em pH acido assume a forma
mais soluvel, enquanto que a quitina e quitosana em pH bésico sdo as cadeias
mais insoluveis. Isto sugere que estes calculos podem ser potencialmente
utilizados na previsdo da solubilidade relativa de diferentes formas da quitosana.
Portanto, similaridade marcante pode ser vistas para os valores calculados da
energia livre de solvatagdo para a quitina e quitosana em pH basico. Além disso,
ficou claro que a solubilidade das cadeias de quitina e quitosana sdo
direcionadas pela contribuicao eletrostatica. Assim, a contribui¢do eletrostatica
para a energia livre de solvatagdo € inversamente proporcional ao tempo de
residéncia da ligacdo de hidrogénio intramolecular HO3 ) -*O5n+1) € € altamente
correlacionada com a orientacdo média de moléculas de dgua ao redor do 4&tomo

de oxigénio O3. Calculos da contribuicdo eletrostatica para a energia livre de
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solvatacao a diferentes forcas i0Onicas foram realizados, mas a variacdo de
energia ficou restrita a somente algumas unidades percentuais para a

concentra¢ao do sal variando de 0,15 a 1,10 mM.

4.4 — Conclusao

Mostrou-se a partir de uma série de simulacdes de Dindmica Molecular de
cadeias de quitina e quitosana, que a flexibilidade de cadeias destes
polissacarideos ¢ inversamente proporcional a estabilidade das ligacdes de
hidrogénio intramolecular entre o atomo HO3 de uma unidade de aclcar e o
atomo O35 do proximo monossacarideo. Como observado experimentalmente, as
cadeias de quitina solvatadas também assumem preferencialmente a
conformacdo em hélice 2, e seu equilibrio ndo foi afetado pela forga i6nica até
1,1 M, concordando com estudos reologicos de quitina em solugdo, os quais
retratam a quitina como um polissacarideo semi-rigido (Rinaudo, 2006). A
estabilidade da ligagdo de hidrogénio intramolecular HO3,)*O5x+1) € altamente
afetada pela mobilidade e tempo de residéncia de moléculas de 4gua em suas
vizinhangas. Esta caracteristica ¢ bem evidente nas cadeias internas da
nanoparticula, onde a presenga do solvente fo1 excluida. Apesar da fraca e baixa
ocorréncia de ligagdes de hidrogénio intermolecular entre os grupos hidroximetil
e N-acetil, os mesmos também estao presentes em nanoparticulas de quitina. O
grupo amino (NH;") na vizinhanca do 4tomo C2 da quitosana em pH 4cido, pode
ser capaz de aumentar a mobilidade ou a troca de moléculas de agua na regiao
do atomo O3, desestabilizando a ligagdo de hidrogénio HO3(,-O5(m+1). A
interagdo entre a quitina e quitosana ¢ responsavel por segurar o polimero na
conformacgdo de hélice 2, reduzindo a variabilidade conformacional. A energia
livre de solvatagao calculada indica que a solubilidade da quitosana ¢ controlada
principalmente por interacoes eletrostaticas. A alta correlacdo das contribuicoes
eletrostaticas para a energia livre de solvatacdo com o padrao de ligagdes de

hidrogénio sugere que a solubilidade desses polimeros ¢ inversamente
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proporcional com a habilidade dos mesmos em formar ligacdes de hidrogénio
intramolecular do tipo HO3,)*O5¢+1). Os dados apresentados neste trabalho
tragam um paralelo entre os padroes de ligagdes de hidrogénio intramolecular na
cadeia de quitinas e quitosanas e suas solubilidades. Estas descobertas podem

fornecer subsidios para o desenvolvimento de novos nanomateriais a base de

quitosana.
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Capitulo 5

Dinamica estrutural de polipeptideos em solucao

Este capitulo consiste basicamente na descrigdo metodoldgica, validagdo e
verificacdo da aplicabilidade da metodologia QM/MM sequencial, para
caracterizar a dinamica estrutural de polipeptideos em solugdo, avaliando o
efeito do solvente na estabilidade da a-hélice desses peptideos.

A escolha de polipeptideos deve-se ao fato desses polimeros possuirem
elevado grau de liberdade e apresentarem tendéncia a formar estruturas
especificas. Portanto, a capacidade de reproduzir as tendéncias naturais de
polipeptideos ¢ um bom teste para a técnica que serd proposta. Uma avaliagdo
positiva serd um incentivo a aplicagdo da mesma para estudar outros sistemas

moleculares de interesse que apresentem elevado grau de liberdade.

5.1 — Introducao

Todas as proteinas iniciam sua existéncia em um ribossomo como uma
seqiiéncia linear de residuos de aminoacidos (Lehninger, 2006). Esse
polipeptideo precisa enovelar-se para tomar sua conformagdo ativa. A via de
enovelamento de uma cadeia polipeptidica € inquestionavelmente complicada, e
nem todos os principios que guiam o processo foram trabalhados.

Um dos modelos descreve o processo de enovelamento como hierdrquico.
Estruturas locais secundarias formam-se primeiro. Certas seqiiéncias de
aminoacidos enovelam-se em o-hélices ou folhas [, guiadas por restrigdes
descritas pelo diagrama de Ramachandran (Figura 1.11). Assim, como exemplo,
duas a-hélices que se aproximam podem formar estruturas supersecundarias
estaveis. Neste contexto, o estudo da estabilidade de polipeptideos em a-hélice €
de fundamental importancia para se compreender o processo de enovelamento

de proteinas.
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Atualmente, atribui-se a estabilidade de uma o-hélice a cinco diferentes
fatores: (1) a repulsdo eletrostatica (ou atracdo) entre residuos de aminoécidos
sucessivos com grupos R carregados, (2) o volume de grupos R adjacentes, (3)
as interagdes entre grupos R espagados trés (ou quatro) residuos entre si, (4) a
ocorréncia de residuos de Prolina e Glicina, e (5) a interacao entre residuos de
aminoacidos nas extremidades do segmento helicoidal e o dipolo elétrico
inerente a uma a-hélice.

Apesar de todo argumento estrutural, os efeitos do solvente podem
exercer um papel fundamental na formacao e estabilidade da a-hélice. Muitos
trabalhos experimentais (Kentsis e Sosnick, 1998; Khandelwal et al., 1999) e
teoricos (Daggett e Levitt, 1992; Doruker e Bahar, 1997; Schaefer et al., 1998;
Lazaridis e Karplus, 1999; De Oliveira et al., 2007) realizaram andlises no
processo de formagao/destruicao de hélices em varios solventes, e foi indicado
que a formagdo e a estabilidade de hélices estd diretamente relacionado a
interacoes peptideo-solvente. Como a fixacdo de aminoacidos em angulos
compativeis com a estrutura o-hélice requer um custo de energia livre (Petukhov
et al., 2002), torna-se necessario a caracterizacdo dos fatores que contribuem
energeticamente para que esse processo seja espontaneo, € para isso requer a
caracterizacao da estrutura eletronica do sistema e do efeito do solvente sobre o
mesmo.

Assim, a determinagdo de propriedades que envolvam a estrutura
eletronica de tais compostos em solugdo requer a determinagdo simultanea de
estruturas termodinamicamente estaveis, bem como a utilizagdo de métodos
quanticos para obter as propriedades de interesse (Cramer e Truhlar, 1999). Para
isso foi utilizado a metodologia QM/MM sequencial (um método seguido de
outro), que permite estudar a termodindmica da transicdo estrutural de um
peptideo em a-hélice para uma estrutura desordenada (desenovelamento)
incluindo o efeito da solvatagdo. Este estudo podera fornecer subsidios ao

entendimento do mecanismo de enovelamento ou desnaturaciao de proteinas.
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5.2 — Metodologia

5.2.1 — Sistemas simulados

Os peptideos utilizados para avaliar o efeito do solvente na estabilidade da
a-hélice foram compostos por cinco aminodcidos nao polares como descrito na
Figura 5.1. O homo-peptideo de glicina (Gly) foram simulados como referéncia,
uma vez que a mesma ndo adota nenhuma conformacdo, de acordo com o

grafico de Ramachandran (Figura 1.11).

COO~ COO~ COO~ CO0O™ COO~
H;gﬁ—('J—H Hgl:rJ—C‘?—H Hgﬁ—(':—H H31J{I—(|?—H Hgﬁ—('I—H
}|I (‘3H,3 (:}H2 H—(:j—CH3 /(':5
Glicina Alanina /cg (|:H2 CH; CH;
CH; CH; CH,4 Valina
Leucina Isoleucina

FIGURA 5.1 — Aminoacidos componentes dos homo-peptideos.

Todos os peptideos estudados foram modelados com uma estrutura inicial
na forma de uma a-hélice perfeita, com angulos ¢ e y iguais a -58° e -47°,
respectivamente. Os sistemas estudados foram distribuidos em duas partes. A
primeira corresponde a caracterizagdo estrutural e termodindmica de cinco
homo-peptideos contendo seis residuos de cada aminodcido mostrado na Figura
5.1. A segunda etapa, objetiva avaliar a estabilidade de homopeptideos de
alanina com o aumento do numero de residuos na cadeia dos mesmos. Para isso,
os peptideos em a-hélice foram inseridos em uma caixa de simulagao retangular,
definida a 1,6 nm de distancia de seus atomos. Apds isso, todos os sistemas

foram solvatados completando a caixa de simulagdo com moléculas de agua
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utilizando o modelo SPC (Berendsen et al., 1987). A Tabela 5.1 mostra uma

descricao detalhada dos sistemas estudados nesse capitulo.

TABELA 5.1 — Descri¢ao detalhada dos sistemas simulados.

Sistema N° de atomos N° de atomos Numero e tipo

de soluto de solvente  de aminoacido
6Gly 45 1981 6 glicinas
6Ala 63 2315 6 alaninas
6Leu 117 2964 6 leucinas
6lle 117 2902 6 isoleucinas
6Val 99 2494 6 valinas
12Ala 123 3203 12 alaninas
16Ala 163 4096 16 alaninas

A utilizagdo de modelos hipotéticos de homopeptideos ndo objetiva
somente uma contribuicdo no esclarecimento do processo de enovelamento de
polipeptideos ou de proteinas; estes modelos também visam validar a presente

metodologia QM/MM sequencial.

5.2.2 — Descri¢iao da metodologia QM/MM sequencial

A metodologia se baseia em gerar conformacdes de peptideos (ou soluto
em geral) que sejam mais estaveis em um determinado solvente e a partir dessas
configuragdes espaciais calcular propriedades moleculares considerando
também a estrutura eletronica dos mesmos. Assim, um conjunto de estruturas ¢
obtido a partir de simulacdes computacionais de Dinamica Molecular, onde o

solvente ¢ incluido explicitamente. Esta etapa caracteriza a parte cldssica da
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metodologia. A parte quantica consiste em utilizar métodos de Quimica
Quantica para obter informagdes sobre a energia de todo o sistema ou um
subconjunto do sistema modelo. Estas novas informag¢des podem ser utilizadas
para efetuar um novo procedimento de analise e encontrar a trajetéria mais
adequada para as condigdes de simulagdo que estdo sendo utilizadas.
Observamos que modelos de solvatagdo implicita podem ser utilizados para
obter propriedades termodindmicas como a variagdo de energia livre de
solvatagdo e a estrutura eletronica dos peptideos em solucdo, entre outras
observacoes.

A metodologia QM/MM sequencial (Semi-empirico/Dindmica Molecular)
utilizada, consiste basicamente de trés passos: 1) realizar uma amostragem
conformacional do sistema de interesse em solvente explicito, utilizando
simulagdes por dindmica molecular; 1) conversao das informacgdes estruturais
obtidas pela dinamica molecular para um formato de entrada para programas de
quimica quantica (para esta etapa foi desenvolvido um programa em linguagem
FORTRAN); iii) realizagcdo de calculos de quimica quantica extensivos, usando
métodos semi-empirico que possuem modelo de solvatacdo implicita,
implementado no programa AMSOL7.1 (Hawkins et al., 2003). Este
procedimento permitira obter a energia livre de solvatacdo ao longo da trajetoria,
informacao fundamental para analisar a estabilidade do sistema em estudo.

O objetivo de se utilizar a Dindmica Molecular estd na obtencdo de
conformacgoes representativas de polipeptideos em solvente explicito, incluindo-
se efeitos de temperatura, os quais influenciam significativamente na
conformacdo desses polipeptideos. Apds esta etapa, somente as propriedades
eletronicas dos solutos sdo avaliadas por métodos de Quimica Quantica. Na
situagao do presente trabalho, foram utilizados métodos quanticos de solvatacao
implicita, visando avaliar quantitativamente a energia livre de solvatagdo em
funcdo da conformagdo do polipeptideo. Assim, moléculas de dgua nao foram

incluidas nos calculos mecanico quanticos, pois o presente trabalho ndo esta

111



interessado na descrigdo quantica das interagdes especificas entre o soluto € o
solvente, como ligagdes de hidrogénio, ou da solvatagdo do sistema
peptideo+agua. Portanto, somente o termo de interagdo soluto-solvente esté
sendo calculado para a avaliar a contribuicdo energética do solvente sobre a
conformacao do soluto.

A elevada liberdade conformacional de polipeptideos (principalmente na
transi¢ao hélice—randomica) resulta em um pequeno tempo de correlacdo, o qual
esta diretamente relacionado a sua ligacdo de hidrogénio intramolecular, cujo
tempo de vida é da ordem de ps. Dessa forma, visando evitar perder informacdes
estruturais e garantir uma amostragem completa das transicdes conformacionais
dos peptideos obtidas por Dinamica Molecular, os calculos quanticos com
modelos de solvatacao implicita foi realizado em um intervalo de tempo de 1ps.

Assim, a viabilidade de se utilizar a metodologia QM/MM sequencial na
descrigdo do efeito do solvente na transi¢do hélice-randomica permitira a
utilizacdo desta metodologia na determinagcdo do efeito do solvente para

qualquer outro composto que possua elevado grau de liberdade.

5.2.2.1 — Simulag¢ao por Dinadmica Molecular

Inicialmente, todos os sistemas modelados tiveram sua energia
minimizada, realizando 10000 passos utilizando o algoritmo steepest descent.
Depois da minimizagao, o solvente foi equilibrado realizando-se uma simulagao
por dinamica molecular por 10 ps a 300 K, durante este processo, a posicao dos
atomos mais pesados foi fixada aplicando-se uma constante de forga de 1,0 . 10
kJ mol'nm™. Apés isso, 10 ns de simulagio por Dindmica Molecular foi
realizada em um ensemble isotermico-isobarico (NPT) utilizando o algoritmo
leap-frog (Hockney, 1970) com passo de integragao de 1 fs. A temperatura foi
mantida por 300 K acoplando o sistema ao termostato de Berendsen (Berendsen
et al., 1984) com um tempo de relaxagdo de 0,1 ps. A pressdo foi mantida a 1

bar pelo acoplamento do barostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984) com
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um tratamento isotropico e tempo de relaxagdao de 1 ps e compressibilidade de
4,5.10° bar'. O comprimento de ligagdo, bem como o movimento de
estiramento linear e angular envolvendo o dtomo de hidrogénio foram fixados
utilizando o algoritmo LINCS (Hess et al., 1997). As interacdes eletrostaticas de
longa distancia foram consideradas empregando-se o método PME (Particle
Mesh Ewald) (Essman et al., 1995). Um raio de corte de 1,5 nm também foi
utilizado para as intera¢des nao ligantes de curto alcance.

Todas as simulagdes foram realizadas utilizando-se o campo de forga
OPLS-AA (Kaminski et al., 2000), e o programa GROMACS 3.3.2 (van der
Spoel et al., 2005).

5.2.2.2 — Calculos quanticos semi-empiricos com modelo de
solvatacao implicita

Apos realizada a amostragem conformacional dos peptideos em solugdo,
a cada picossegundo (ps) foi extraido a estrutura tridimensional do peptideo e
um calculo quantico ao nivel HF (SCF), utilizando o método semi-empirico
AMI. Durante o célculo quantico nao foi permitida a otimizacdo da estrutura,
realizando-se entdo um calculo single-point. Nos calculos SCF, as cargas
atomicas parciais foram derivadas utilizando o modelo de cargas CM2 classe 1V
(Lietal., 1998c).

O modelo de cargas CM2 baseia-se em obter as cargas parciais atdmicas
pela analise da funcdo de onda pelo procedimento de mapeamento
parametrizado (Li et al., 1998c). Esta metodologia reproduz a classe de carga
IV, que ¢ o mapeamento das cargas de Lowdin obtidas pelos métodos semi-
empiricos, ab initio Hartree—Fock e Teoria do Funcional de Densidade (DFT),
em particular nos calculos AM1, PM3, HF/MIDI1, HF/6-31G*, HF/6-31+G*,
BPWO91/MIDI1, BPW91/6-31G*, B3LYP/MIDI1, ¢ BPW91/DZVP. As cargas
parciais CM2 reproduz dipolos experimentais com desvios quadraticos médios
que sdo tipicamente 7 vezes melhores que os momentos de dipolo calculado da
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analise de populacdo de Mulliken (Mulliken, 1955) e sdo 3 vezes melhores que
os momentos de dipolo calculados pela andlise de Lowdin (Mulliken, 1955).
Além disso, o modelo de cargas CM2 classe IV concordam com as cargas
ChEIPG (Breneman e Wiberg, 1990), reproduzindo as cargas obtidas pelo
método HF/6-31G*/ChEIPG, o qual ¢ comumente utilizado na obtencdo das
cargas nos campos de Forca. Dessa forma, como a obtengdo das cargas baseia-se
no mesmo principio, a metodologia QM/MM sequencial descrita (item 5.2.2)
permitird avaliar a variagdo das cargas ao longo da simulagao.

Apos o calculo da estrutura eletronica no vacuo para cada estrutura
extraida da simulacdo, foi realizado um outro calculo single-point introduzindo
um continuo dielétrico que corresponde ao solvente dgua. Neste calculo as
cargas parciais atomicas de cada atomo, segundo o modelo de cargas CM?2
classe 1V, foram derivadas incluindo o efeito de polarizacdo pelo solvente
continuo. Nesta etapa foi possivel obter a energia livre de solvatagdo de cada
estrutura.

Todos os calculos nesta etapa quantica foram realizados utilizando o
programa AMSOL7.1 (Rogers et al., 1999), o qual ¢ uma modificacdo do
programa AMPAC- versao 2.1 (Liotard et al., 1989).

Dentre os modelos de solvatagdo disponiveis, o método SM5.42R foi o
que apresentou melhor correlacdo entre os resultados calculados e os dados

experimentais de energia livre de solvatagao, como mostrado na Figura 5.2.
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FIGURA 5.2 — Energia livre de solvatacdo calculada versus valor experimental
para diferentes compostos utilizando o modelo de solvatagdo SM5.42R, e o
hamiltoniano AM1. Dados obtidos na referéncia (Li et al., 1999).

A Figura 5.2 mostra uma correlagdo de 0,9788 e desvio padrao de 0,6542
kcal/mol entre as energias livre de solvatacao calculada e experimental para 260
compostos, incluindo-se compostos polares, apolares, neutros e carregados. No
conjunto de compostos descritos na Figura 5.2, estdo incluidas as moléculas que
representam a cadeia lateral de aminoécidos. Assim, com base nos aminodcidos
estudados neste trabalho, o modelo de solvatagdo SM5.42R estd parametrizado
para as moléculas: metano, isobutano, butano e propano, que representam a
cadeia lateral dos aminoacidos alanina, leucina, i1soleucina e valina,
respectivamente.

Portanto, com base na correlagio do método SM5.42R, o mesmo foi
utilizado no calculo de cada conformacdo obtida para todos os polipeptideos

simulados.
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5.3 — Resultados e Discussao

5.3.1 — Dinamica estrutural de homopeptideos contendo 6 residuos
de aminoacidos

O processo de desnaturagdo dos homopeptideos com seis residuos de
aminoacidos em agua foi acompanhado realizando-se uma dindmica molecular
por 10 ns. Sabendo-se que a estrutura inicial de todos os peptideos sdo estruturas
em o-hélice, foi calculado o desvio quadritico médio (RMSD-Root Mean
Square Deviation) de todas as conformagdes do espaco amostral com relagao a

estrutura inicial de referéncia (Figura 5.3).
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FIGURA 5.3 — Grafico do RMSD entre a estrutura de partida (a-hélice) e as
demais conformagdes encontradas ao longo da dinamica dos homopeptideos. Os
valores sao mostrados como médias num intervalo de 50-ps.
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A Dinamica Molecular permite a evolucdo temporal do processo de
desenovelamento de peptideos; dessa forma, a Figura 5.3 mostra claramente que
todos os polipeptideos perderam suas estruturas iniciais em a-hélice em menos
de 1 ns de simulagdo, como esperado para peptideos pequenos, que possuem
somente 6 residuos de aminoacidos (Marqusee et al., 1989). Uma representagcao
esquemdtica da configuracdo inicial e final valida para todos os peptideos

simulados, esta apresentada na Figura 5.4.

FIGURA 5.4 — Estrutura dos peptideos (A) antes e (B) depois da simulagdo
computacional.

Dentre todos os peptideos simulados, a hexaglicina € o polipeptideo que
apresentou a maior flexibilidade e que perdeu a estrutura secundaria mais
abruptamente. Entretanto, como os sistemas estudados sdo polipeptideos
compostos por somente um tipo de aminoacido, a caracteristica especifica de
cada aminoacido ¢ expressa em cada homopolipeptideo. Alguns aminoacidos
sao acomodados melhores que outros em diferentes tipos de estruturas
secundarias. Um resumo geral estd apresentado na Tabela 5.2. Esta caracteristica
intrinseca de cada aminoacido ¢ capaz de justificar o fato do peptideo
hexaalanina (6Ala) recuperar parcialmente e temporariamente sua estrutura
inicial em a-hélice ao redor de 2900 ps; ¢ o fato do peptideo hexaleucina (6Leu)

apresentar maior resisténcia ao processo de desenovelamento.
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TABELA 5.2 — Preferéncia conformacional de aminoacidos (Pace e Scholtz,
1998)

a-hélice Folha p

Glu NS0 0.52
Ala AN 0.72

Leu| 1.34 1.22
Met,  1.30 1.14
Gln| 1.27 0.98
Lys| 1.23 0.69
Arg| 1.21 0.84
His | 1.05 0.80
Val| 0.90 1.87
Ile | 1.09 1.67
Tyr| 0.74 1.45
Cys| 0.66 1.40
Trp| 1.02 1.35
Phe| 1.16 1.33
Thr, 0.76 1.17
Gly 043 0.58
Asn| 0.76 0.48
Pro, 0.34 0.31
Ser | 0.57 0.96
Asp, 0.99 0.39

Os valores descritos na Tabela 5.2 foram obtidos a partir da andlise
estatistica do namero de vezes que um determinado aminoacido € observado nas
conformacdes em o-hélice ou folha [, que estdo presentes em intmeras
proteinas ou peptideos que apresentam estas estruturas secundarias estaveis em
solu¢do (Pace e Scholtz, 1998). Isto implica que em proteinas e peptideos, a

estrutura secundaria em a-hélice ¢ rica no aminoacido glutamina (Glu) ou
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alanina (Ala), enquanto que as estruturas em folha 3 sdo ricas no aminoacido
valina (Val) ou isoleucina (Ile).

Os resultados apresentados até o presente momento, revelaram o
comportamento de cada homo-peptideo em solucdo, mostrando a caracteristica
de cada aminoacido que compde a sua estrutura primaria. Estas informagdes
estruturais obtidas pela simulagdo cldssica por Dinamica Molecular com
solvente explicito mostraram estar de acordo com o pardmetros estruturais
esperados para pequenos peptideos em solugdo (Daggett e Levitt, 1992; Doruker
e Bahar, 1997). Assim, com posse da amostragem conformacional dos homo-
peptideos em agua explicita, calculos quanticos semi-empiricos podem fornecer
informacOes mais precisas com relagdo a energia conformacional de cada
peptideo, a partir do célculo do calor de formagdo. Assim, ap6s a realizagdo dos
calculos quanticos dos peptideos no vacuo, foi possivel obter o calor de
formacao para cada estrutura extraida da Dindmica Molecular. A Figura 5.5
mostra o calor de formacao para a conformacao dos peptideos observada a cada

ps de simulagdo.
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FIGURA 5.5 — Calor de formagao da conformacgdo das estruturas de
homopeptideos obtidas ao longo da trajetéria realizada por Dindmica Molecular.
Os valores sao mostrados como médias num intervalo de 50-ps.

Os resultados da Figura 5.5 mostram claramente que para todos os
peptideos, a conformagdo em a-hélice ¢ menos estavel que uma conformagio
totalmente randomica ou desnaturada. As curvas da variacdo do calor de
formagdo para a hexaglicina mostra duas situagdes: 1) a primeira ¢ uma
conformacdo com um minimo de energia ao redor de 1331 ps, a qual
corresponde a uma conformacdo em que os grupos N-terminal e C-terminal
encontram-se proximos um do outro, causada por interagao eletrostatica (Figura
5.6) e ii) a variagdo do calor de formacao de -88.2 a -175,2 kcal/mol revela uma
elevada flexibilidade da cadeia polipeptidica formada por residuos de glicina.
Isto concorda com os dados da literatura, a qual afirma que a glicina € o Unico

aminodcido encontrado freqiientemente em uma conformagdo fora das regides
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permitidas (grafico de Ramachandran) para adotar uma conformagdo em o-

hélice ou em folha 3 (Ramachandran et al., 1963).

C terminal

f / N terminal

FIGURA 5.6 — Representagdo da interacdo entre os grupos N-terminal e C-
terminal da hexaglicina.

O pico para o calor de formag¢ao da hexaalanina de aproximadamente
-92,7 kcal/mol ao redor da estrutura em 2797 ps, concorda com a proposicao
discutida no grafico de RMSD da Figura 5.3, a qual sugere que nesse tempo de
simulagdo a hexaalanina retorna temporariamente e parcialmente a sua estrutura
inicial em a-hélice.

Estes resultados do calor de formacgdao confirmam a hipdtese de que a
formacdo da estrutura secundaria em o-hélice requer um gasto de energia para
manté-la. Neste contexto, fica evidente que a solvatagcdo possui um papel
fundamental na estabilizagdo dessa estrutura secunddaria. Portanto, torna-se
necessario elucidar a contribuicdo termodinamica do efeito do solvente na
conformacao desses peptideos.

Para tanto, foram realizados calculos da energia livre de solvatagao
utilizando solvente explicito a partir da estrutura eletronica obtida no vacuo. A
Figura 5.7 mostra o valor da energia livre de solvatagdo para cada estrutura

representativa ao longo do tempo de simulagao.
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Os graficos da Figura 5.7 mostram que, com excecdo da hexaglicina, a
solvatagdo da estrutura inicial dos peptideos sdo mais favorecidas que as
respectivas estruturas randomicas. Isto sugere que a solvatacdo do peptideo por
moléculas de dgua ¢ capaz de estabilizar a estrutura secundéaria em a-hélice,
mostrando uma compensagao de energia na solvatagao, pela perda no processo
de formagdo da estrutura secundaria. O perfil oposto dos graficos de energia
livre de solvatacao (Figura 5.7) com relagdo aos graficos de calor de formacao
(Figura 5.5) reforca essa hipodtese. Entretanto, este comportamento nio ¢
observado para a hexaglicina, cuja conformagdo totalmente randémica apresenta
calor de formagdo e energia livre de solvatacdo mais favordvel que a sua
estrutura em a-hélice. No grafico de energia livre de solvatacdo da hexaglicina
(Figura 5.7A) ¢ possivel verificar um pico ao redor de 1331 ps, o qual esta
correlacionado ao pico descrito na Figura 5.5 e representa a mesma estrutura
fechada descrita na Figura 5.6. Esta conformacao possui uma pequena superficie
acessivel ao solvente o que resulta em uma energia livre de solvatagdo menos
favoravel (= -60Kcal/mol).

A elevada flexibilidade da cadeia peptidica da hexaglicina ndo mostra
uma evidente transicdo naturada-desnaturada, como nos demais peptideos.
Entretanto, os peptideos formados por alanina, leucina e isoleucina sao
observados diferentes propor¢des de estruturas em o-hélice € em conformacao
randdmica, de acordo com o tamanho da cadeia lateral. Para a hexaalanina, por
exemplo, observa-se uma desestabilizagdo rapida da estrutura inicial, na qual se
observa um conjunto pequeno de estruturas, até 50 ps de simulacdo, com uma
energia livre de solvatacdo média de -157,07 kcal/mol, isso se deve a sua
pequena cadeia lateral (metila) e conseqiientemente, a estrutura em hélice se
desestabiliza alcancando uma conformacdo randomica com energia livre de
solvatacdo média de -140.78 kcal/mol. Por outro lado, a hexaleucina apresenta

uma cadeia lateral maior (butila) e apresenta mais resisténcia ao processo de
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desenovelamento, e possui maior percentagem de residuos em a-hélice. Assim,
sabendo-se que a estabilizacdo da a-hélice ocorre pela interagdo intramolecular
do tipo N—H:--:O=C entre o residuo 1 e i+4 (Pauling e Corey, 1954). O tamanho
da cadeia lateral mostra uma relagdo direta entre a acessibilidade de moléculas
de agua a cadeia principal, que ocorre facilmente para peptideos com pequena
cadeia lateral como a alanina e glicina, desestabilizando as ligagdes de
hidrogénio intramolecular.

Portanto, de acordo com o que foi apresentado, duas tendéncias foram
observadas: a primeira foi evidenciada pela variacdo do calor de formagdo, o
qual mostrou que peptideos pequenos e isolados ndo possuem a tendéncia em
permanecer na conformagdo a-hélice; a segunda se deve a variacdo da energia
livre de solvatagdo, a qual mostrou que a solvatagdo ¢ responsavel pela
estabilizagdo da o-hélice, permitindo ao peptideo permanecer nesta
conformacdo. Assim, como na simulagdo por Dindmica Molecular os peptideos
contendo 6 residuos de aminoacido perderam espontaneamente sua estrutura em
a-hélice; pode-se sugerir que ocorreu uma diminui¢do da energia livre do
sistema quando o mesmo passa de uma conformagdo a-hélice para uma
conformacdo randomica. Dessa forma, assumindo-se que a energia livre total do
sistema ¢ dado pela soma da contribuicdo estrutural do peptideo (calor de
formacao) e da contribui¢ao do solvente (energia livre de solvatagdo), torna-se
possivel verificar a variacdo da energia livre total do sistema em fungdo das
estruturas amostradas ao longo da simulagdo por Dinamica Molecular como

apresentado na Figura 5.8.
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FIGURA 5.8 — Energia livre total média do sistema (AG = AHA+AG) em
funcdo das estruturas de homopeptideos encontrada ao longo da trajetoria de
simulagdo por Dindmica Molecular. As médias foram obtidas num intervalo de

80 ps.

A Figura 5.8 mostra claramente que energia livre total do sistema diminui
quando todos os peptideos perdem sua estrutura em a-hélice, justificando a
relativa instabilidade da estrutura secundaria em a-hélice para pequenos
peptideos em solugcdo aquosa. Estes resultados de energia livre obtidos
utilizando-se calculos quanticos, incluindo modelos de solvatagdo implicita,
mostraram excelente correlagdo com os resultados obtidos por simulacdo por
Dinamica Molecular. Isto releva que céalculos quanticos, segundo a metodologia
QM/MM sequencial, podem ser usados para descrever as propriedades de

estruturas amostradas por métodos de Dindmica Molecular.
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Além disso, a confiabilidade dos resultados mostrados no presente
trabalho podem ser validados comparando-se a diferenca da energia dos
peptideos na forma helicoidal e randomica, com a preferéncia de cada
aminoacido em formar uma o-hélice (Pace e Scholtz, 1998). A Tabela 5.3
compara a preferéncia helicoidal de cada aminoacido com a contribuicdo
energética do calor de formagdo, energia livre de solvatagcdo e energia livre total

do sistema para a estabilizacdo da a-hélice de 4 homopeptideos.

TABELA 5.3 — Contribui¢do da energia livre na estabilizacdo da estrutura
inicial em a-hélice, e preferéncia relativa de cada aminodcido em formar o-
hélice.

Homopeptideo A(AHg) entre A(AGq,1y,) entre A(AGtOml)* Preferéncia em
hélice e hélice e entre hélice formar
randomica randomica e randomica »
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) a-hélice
6Ala 19,70 -16,30 3,40 1,41
6Leu 18,34 -14,71 3,63 1,34
olle 17,79 -14,01 3,78 1,09
6Val 17,76 -13,95 3,81 0,90

"A(AGiota)) = A(AHP+ A(AGo1y)

Os resultados positivos de A(AGiom), na Tabela 5.3, mostram claramente
que a formagao da estrutura secundaria em oa-hélice ¢ desfavorecida para todos
os peptideos contendo 6 aminoacidos, concordando com o que ja foi discutido
anteriormente. Entretanto, apesar do desfavorecimento da estrutura helicoidal, a
variagdo de energia livre total entre a a-hélice e a estrutura randdmica concorda
com a tendéncia de cada aminoacido em formar a-hélice. Assim, os peptideos
formados por leucina, isoleucina e valina s3o menos estaveis por 0,23; 0,38; ¢
0,41 kcal/mol com relagdo que o peptideo formado somente por alanina,
concordando com a preferéncia de cada aminoacido em formar o-hélice. Esta

tendéncia também ¢ observada para a diferenca de energia livre de solvatacgao.
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Para avaliar corretamente o efeito do solvente na estabilizacdo da o.-
hélice, torna-se necessario verificar se a energia livre de solvatacdo dos
peptideos ¢ capaz de descrever adequadamente a interacdo do mesmo com o seu
meio. Entretanto, como ndo existe um valor experimental da energia livre de
solvatagdo para esses peptideos hipotéticos ou para seus respectivos
aminodcidos, foi realizada uma comparacdo entre a hidrofobicidade de cada
aminoacido e a contribui¢do da energia livre de solvata¢dao de cada residuo. Para
1ss0, deve-se levar em consideracdo que a energia livre de solvatagdo depende da
conformacao do peptideo, tornando-se necessario atribuir maior importancia as
conformacdes que estdo mais presentes na solu¢do. Assim, no calculo da energia
de solvatacdo media foi atribuido um peso estatistico maior para as
conformacdes que possuem energia livre total (AH¢+ AGy,y.) mais favoravel. A

equacdo (50) mostra como foi feita a média estatistica da energia livre de

solvatacao:
_Eitotal
i Esolv. ( 4Tj
I €
solv.\ __ =l
<E > - _Eg‘ota/ (50)
v )
D€
i=1
sendo E*" a energia livre de solvatagdo para cada estrutura, E{*® a energia

livre total para cada estrutura, R a constante universal dos gases ¢ T a

temperatura em Kelvin.

Cabe salientar que Equacdo (50) ndo ¢ célculo de termodinamica
estatistica, mas sim uma média ponderada, uma vez que o coeficiente de
particdo de cada estrutura ja foi determinado em cada calculo quantico. A Figura
5.9 mostra os resultados obtidos por essa média, comparando-os com valores de

hidrofobicidade de cada aminoacido estudado.

127



I 1 | | I
214 A
[e) Valm
< '
= -22 4 //l Leu m
(o] /
Huv] N N
On
S
[o -23 - # -
>
o /
» . ¥ .
(]
© 24 //. Ala .
o /
> 5
o o 1
o
5 251 Gl / A
c
g /V _
-26 ' T ’ T T T T T L T ’
A 0 1 2 3 4 5

Hidrofobicidade

FIGURA 5.9 — Relagdo entre energia livre de solvatagdo e hidrofobicidade por
residuo (monoémero) de aminoacido.

O grafico da Figura 5.9 mostrou que energia livre de solvatagdo obtida a
partir da metodologia aqui descrita estd de acordo com a caracteristica de
interagdo (hidrofobicidade) dos aminoacidos descritos, com uma correlagao de
0,9905 e um desvio padrao de 0,28 kcal/mol.

Portanto, a metodologia QM/MM utilizada, segundo o procedimento deste
trabalho, mostrou-se adequada para descricdo da estrutura e da termodinamica

de homopeptideos.

5.3.2 — Dinamica estrutural de homopeptideos de alanina
contendo 12 e 16 residuos de aminoacidos.

Como a metodologia QM/MM sequencial mostrou-se adequada a
caracterizacdo estrutural de peptideos, esta etapa do trabalho visa descrever

quais sdo os fatores estruturais e termodinamicos que contribuem para
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estabilizagdo da estrutura secundaria em a-hélice de peptideos com alta
percentagem de residuos de alanina.
A elevada tendéncia da alanina em formar a-hélice (Tabela 5.2), faz da

polialanina um excelente modelo de peptideo para estudar a estabilidade o.-
hélice (Ismer et al., 2005). Por esse motivo, foram realizados calculos QM/MM
seqlienciais para o dois tipos de homopeptideo de alanina contendo 12 e 16
residuos.

O calculo do desvio quadratico médio revelou duas caracteristicas
distintas para o peptideo contendo 12 e 16 residuos de alanina (Figura 5.9). O
homopeptideo de alanina com 12 residuos permaneceu em uma estrutura
helicoidal até aproximadamente 3,6 ns, e apds 5 ns de simulacdo este peptideo
perde totalmente sua estrutura inicial, atingindo uma estrutura totalmente
randomica. Isto demonstra um aumento consideravel da estabilidade da a-hélice
quando se duplica o numero de residuos (comparando-se com o de 6 residuos)
de aminoacidos de um homopeptideo de alanina, a qual resulta simultaneamente
na duplicagdo do numero de ligagdes de hidrogénio intramolecular do tipo N—
H---O=C entre o residuo 1 e i+4, responsavel por estabilizar a estrutura
helicoidal. Entretanto, para o homopeptideo com 16 residuos de alanina, foi
observado que o mesmo perde parte de sua estrutura helicoidal apds 3 ns de
simulagdo, atingindo um RMSD de 0,65 nm; mas, apds 9 ns de simulacdo esse
peptideo recupera a maior parte de sua estrutura inicial, sugerindo que as

ligagdes de hidrogénio intramolecular da cadeia principal se restabelecem.
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FIGURA 5.10 — RMSD dos homopeptideos (A) 12Ala e (B) 16Ala com relacao
a estrutura inicial (a-hélice).

Os graficos de RMSD descritos na Figura 5.10 mostram a contribui¢ao
das ligagdes de hidrogénio intramolecular na estabilidade da a-hélice, sugerindo
que cadeias peptidicas mais longas também previnem a entrada de moléculas de
agua, as quais sao capazes de desestabilizar essas interacdes. Entretanto, para
caracterizar mais adequadamente o efeito da hidratacdo, célculos de calor de
formagdo e energia livre de solvatacao ao longo da trajetoria foi realizado e esta
descrito na Figura 5.11. Célculos de calor de formacgado também foram realizados
objetivando comparar a contribui¢do estrutural na estabilidade da estrutura

secundaria.
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FIGURA 5.11 — Graficos do (A) Calor de formacao da (B) energia livre de
solvatagdo para os peptideos (1) 12 Ala e (2) 16 Ala.

Os graficos de calor de formacdo e energia livre de solvatagdo descritos
na Figura 5.11 concordam com as -caracteristicas estruturais de cada
polipeptideo, descrito pelo grafico de RMSD na Figura 5.10. Na Figura 5.11-1A,
o calor de formacdo, mostra claramente que a conformacao helicoidal do
peptideo com 12 residuos de aminoacidos ¢ desfavorecida, enquanto que a
energia livre de solvatacdo (Figura 5.11-1B) ¢ reponsavel por estabilizar a o-
hélice, como observado para os peptideos com 6 residuos de aminodcidos.
Entretanto, 0 mesmo comportamento ndo ¢ observado para o perfil dos graficos
de calor de formagdo e energia livre de solvatagdo para o peptideo com 16

residuos de alanina, os quais mostram que ndo existe distingdo clara entre o
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estado enovelado e desenovelado, justificando a perda e a recuperacdo da
estrutura secundaria inicial. Isto concorda com a hipotese de que peptideos com
16 residuos de aminoacidos e ricos em alanina estabilizam ou formam hélices
estaveis (Marqusee et al., 1989).
Para descrever mais adequadamente a relagdo entre o efeito da solvatagao
na estabilizagdo da estrutura secundaria dos peptideos estudados, graficos do

calor de formagdo e da energia livre de solvatacdo em fun¢do da média dos
angulos ¢ e y sdo mostrado na Figura 5.12.
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FIGURA 5.12 — Superficies de energia em fungdo da média dos angulos diedros

¢ e y para (A) Calor de formagao e (B) Energia livre de hidratacdo para o
peptideo com 12 residuos de alanina.

As superficies de energia potenciais do calor de formagao e energia livre
de solvatacdo apresentam, como era de se esperar, caracteristicas opostas,
sugerindo que a conformagdo compreendida como a-hélice (¢ = -60° € y = -45°)
¢ estabilizada pelo solvente. Apesar do grafico de energia livre de solvatacao
apresentar um minimo de energia em torno de (-60° e -45°), foi observado mais

dois outros minimos de energia nos angulos (-80°, -28°) e (-60°, -12°). Isto
sugere que a solvatacdo também estabiliza outras conformagdes que possuem

caracteristicas helicoidais. Estas conformagdes correspondem a situagdo em que

132



os dipolos dos grupos amida estdo alinhados favorecendo o aumento de dipolo
global. Portanto, para verificar a relagdo do momento dipolar, supostamente
maximizado na forma de a-hélice, com a solvatagdo do peptideo, foi verificado
o momento dipolar de cada estrutura no intervalo de 1ps ao longo da trajetoria
de simulagcdo. A Figura 5.13 apresenta a variacido do momento dipolar dos

homopeptideos composto por 12 residuos de alanina.
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FIGURA 5.13 — Variagdo do momento dipolar calculado pelo modelo de cargas
CM2 classe 1V, ao longo da trajetoéria.

O grafico da Figura 5.13 mostra que o momento de dipolo da hélice
formada pelo peptideo contribui significativamente para a energia livre de
solvatagdo, favorecendo diretamente a estabiliza¢do da estrutura secundaria pela
solvatacao em agua. O aumento de residuos nos peptideos € capaz de contribuir
ainda mais para o aumento do dipolo, devido ao alinhamento dos grupos amida
da ligacdo peptidica. Isto justifica o efeito do solvente na estabilizagdo da o-
hélice com o aumento do numero de residuos.

O perfil oposto entre o calor de formagao e a energia livre de solvatagao
sugere que o processo de enovelamento, ou de formacao da estrutura secundaria

em a-hélice envolva um equilibrio energético entre as energias livre de
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solvatagdo e calor de formagdo, de forma que a energia mais favoravel vai
direcionar o enovelamento ou desenovelamento do peptideo.

De acordo com o modelo que descreve o processo de enovelamento como
hierarquico, nos sugere que a solvatagdo do peptideo por moléculas de agua
favoreca a formagdo da a-hélice, e apds formado a estrutura secundaria em
hélice, as cadeias hidrofobicas ficam expostas externamente, favorecendo
interagdes hidrofobicas entre outras hélices ou qualquer outro arranjo com
cadeias hidrofobicas expostas, resultando no chamado colapso hidrofébico, o
qual ¢ responsavel pela formacao da estrutura terciaria de algumas proteinas.

De acordo com os resultados até o momento apresentado, foi mostrado
que quanto maior o tamanho da hélice de um peptideo, maior serd sua
estabilidade em solugdo aquosa. Para reforgar esta hipotese, foi calculada a
contribui¢do energética do calor de formacao, da energia livre de solvatagao e
consequentemente da energia livre total do sistema no estado enovelado (¢ =-
57+15° e y~-47+15°) e desenovelado (¢ e y aleatorio). Este resultado é

mostrado na Tabela 5.4.

TABELA 5.4 — Contribuicao energética do calor de formacao, energia livre de
solvatagdo e energia livre total na formacao da a-hélice.

Peptideo A(AHgy) entre hélice e A(AGsory,) entre hélice e A(AGiora1) entre hélice e

randomica (kcal/mol) randomica (kcal/mol) randomica (kcal/mol)
6Ala 19,70 -16,30 3,40
12Ala 29,84 -33,28 -3,44
16Ala 7,81 -16,05 -8,24

*A(AGgotal) = A(AHp)+ A(AGgoly)

De acordo com a Tabela 5.4, a variacdo energia livre total do sistema
(AAGyo) revelou ser diretamente proporcional, ou cada vez mais favoravel
(negativa) com o aumento do numero de residuos de alanina nos peptideos. O

valor positivo de 3,4 kcal/mol mostra uma maior influéncia do calor de
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formagdo na estabilidade do peptideo, justificando a relativa instabilidade da
hexaalanina; por outro lado, os valores negativos de -3,44 ¢ -8,24 kcal/mol
para os peptideos de 12 e 16 residuos, respectivamente, justificam a maior
estabilidade da conformacao helicoidal desses peptideos em solu¢do. Entretanto,
a estabilidade de -3,44 kcal/mol da estrutura secundaria em o-hélice em relacao
a estrutura randomica, para o peptideo com 12 residuos de aminoacidos, ndo ¢

capaz de justificar o fato do homopolipeptideo ndo permanecer ou retornar a sua
estrutura inicial helicoidal, como observado para o peptideo com 16 residuos.
Para ilustrar esta questdo, a energia livre total do sistema em funcdo da média

dos angulos ¢ e y, para os peptideos com 12 e 16 residuos de aminodcidos ¢
apresentada na Figura 5.14.
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FIGURA 5.14 — Variagao da energia livre total do sistema em funciao da média

dos angulos diedros ¢ e y para o (A) peptideo com 12 residuos de alanina e para
o (B) peptideo com 16 residuos de alanina.

A Figura 5.14 mostra claramente a diferenca da superficie de energia

potencial para os peptideos com 12 e 16 residuos de alanina. Dessa forma,

considerando a superficie de energia para o peptideo com 12 residuos (Figura
5.14A), pode-se observar a presenca de varios minimos de energia, incluindo a

regido compreendida pela a-hélice, cujos angulos ¢ e y ao redor de -60,2° ¢
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-45,9°, respectivamente, apresenta um valor de energia livre total de
aproximadamente -451,8 kcal/mol. Entretanto, apesar da média de energia das
estruturas helicoidais do peptideo (12Ala) ser mais estavel por 3,44 kcal/mol
(Tabela 5.4) que a média das estruturas randdmicas, existem outras
conformagdes especificas em que o homopolipeptideo apresenta uma energia
livre total 4,9 kcal/mol mais estavel do que as estruturas randomicas. Estas
estruturas altamente estaveis, que possuem minimos ao redor de ¢ ~ -69° ¢ y ~
75° (Figura 5.14A), possuem uma conformagdo, que além de serem estaveis no
vacuo, possuem os grupamentos polares expostos a agua, favorecendo a
estabilidade das mesmas em solucdo aquosa. Isto justifica o fato do peptideo
com 12 residuos de alanina ndo permanecer ou retornar a sua estrutura em o.-
hélice durante a simulagdo por Dindmica Molecular.

Por outro lado, se considerarmos a superficie de energia para o peptideo
com 16 residuos de alanina (Figura 5.14B), pode-se observar claramente que a
regido ao redor do minimo global (¢ = -57,6° e y = -47,8°), corresponde
exatamente a conformagdo em a-hélice. A regido helicoidal (azul) possui uma
estabilizagdo de 8,24 kcal/mol (Tabela 5.4) com relacdo a regido randdmica
(verde), justificando a elevada estabilidade de sua estrutura secundaria. Além
disso, devido ao efeito de temperatura (a agitacdo térmica do peptideo e das
moléculas de agua) o peptideo perdeu parte da estrutura helicoidal e assumiu
outras conformacoes (semi-hélices) situadas nos minimos de energia local da
superficie de energia potencial (Figura 5.14B), os quais sdo somente 4,9
kcal/mol mais estaveis que as conformagdes randdmicas. Isto favoreceu o
retorno do peptideo a sua conformacao inicial em a-hélice, como observado no
grafico de RMSD na Figura 5.10.

Entretanto, apesar dos dados de energia obtidos por métodos quanticos
estarem bem correlacionados com os dados obtidos na simulagdo por Dinamica
Molecular, uma aplicacdo mais sistemdtica dessa metodologia requer uma

reparametrizagdo do campo de forca. Isto ¢ bastante valido principalmente para
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a variacao de cargas, que se negligenciada resultara em comportamentos opostos
para a energia livre de solvatacdo, pois serd considerada somente a 4rea
acessivel ao solvente, justificando o processo espontaneo do desenovelamento

do peptideo utilizando-se Dinamica Molecular classica.

5.3.2 — Outras aplicabilidades do método QM/MM sequencial.

Nos sistemas moleculares, a maior parte das interagdes intermoleculares
sdo de carater eletrostatico ¢ uma das grandes limitagdes da utilizagdo da
Mecanica Molecular para a descricdo de sistemas fisicos reside na utilizagdo de
campos de forga, cujos parametros ndo variam ao longo da simulag¢do. Dessa
forma, a variagdo na distribui¢do de cargas e efeitos de polarizacdo ndo sdo
levados em consideragdo nas simulagdes classicas. Entretanto, com a posse da
metodologia QM/MM sequencial, torna-se possivel verificar o efeito do solvente
na polarizagdo de cargas e na reatividade de moléculas, uma vez que esses
sistemas sdo tratados quanticamente. O modelo de solvatagdo SM5.42R deriva
as cargas parciais dos atomos utilizando o modelo de cargas CM2 classe IV (Li
etal.,, 1998a; Li et al., 1998c).

Para avaliar a variacdo de cargas ao longo da trajetoria, foi calculado o
desvio quadratico médio (RMSD) das cargas de cada 4&tomo do peptideo com
relagdo as suas cargas inicial e com relagdo as cargas do campo de forca. Para
tanto, foi utilizado o peptideo hexaalanina como modelo, devido ao seu pequeno
tamanho e facilidade de caracterizacdo dos atomos individualmente. A Figura
5.15 mostra os desvios quadraticos médio (RMSD) maximo das cargas parciais

de cada atomo.
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FIGURA 5.15 — RMSD maximo das cargas: a) Cargas obtidas quanticamente
com relacdo as cargas do campo de forca; b) cargas quanticas da estrutura inicial
em a-hélice em relagdo carga quantica da estrutura ao longo da simulagdo. Os
atomos estdo numerados a partir do N-terminal em dire¢ao ao C-terminal.

Os resultados da Figura 5.15 mostram evidentemente que as cargas dos
peptideos obtidas quanticamente podem variar até 0,3 unidades com relagdo as
cargas parametrizadas no campo de forca. Os atomos que apresentaram maior
variagdo de carga com relagdo ao campo de forca sdo os atomos de nitrogénio e
0 atomo de carbono do grupo carboxil.

A variacdo de carga dos atomos com relagdo a carga inicial, nao
apresentou grandes variagoes, chegando ao valor de 0,1 com relagdo a estrutura
inicial. Entretanto, esta variagdo nos sugere que a variacdo de carga ¢
estritamente dependente da conformagdo do peptideo, ocorrendo uma
redistribui¢do de carga durante o processo de desenovelamento do peptideo.

Portanto, com base nesses resultados para a variacao de carga dos atomos
do polipeptideo € possivel propor que essa metodologia QM/MM sequencial
podera ser utilizada para reparametrizar as cargas do campo de forca original,

visando descrever melhor processos moleculares.
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Além disso, a potencialidade de se utilizar a presente metodologia
QM/MM sequencial seria importar caracteristicas estruturais provenientes da
Dinamica Molecular, onde sdo levados em consideragcdo condi¢des de pressao e
temperatura diferentes, e obter informacdes eletronicas das conformacdes
amostradas. Dessa forma, pode-se obter informagdes da estrutura eletronica
como energias dos orbitais HOMO e LUMO, de cada conformacdo amostrada.

Como peptideos exclusivamente alifaticos ndo apresentam significativa
reatividade, nenhuma informag¢do como energia de ionizagdo ¢ relevante.
Entretanto, visando demonstrar uma possivel aplicabilidade da metodologia
QM/MM sequencial descrita por esse trabalho, serd demonstrado a variagao da
energia de HOMO e de LUMO no vacuo e em solucdo do homopeptideo com 6
residuos de alanina. A Figura 5.16 mostra a energia desses orbitais em funcao da

estrutura observada em cada tempo de simulagao.

6 1 1 1 | 1 | i 1

7 —— HOMO-vacuo
4 —— LUMO-véacuo

1 HOMO-solucao
2 - —— LUMO-solucéo

Energia potencial -eV

! T T ' T T T Y
0 2000 4000 6000 8000 10000
Estrutura no tempo - ps

FIGURA 5.16 — Variagao das energias de HOMO e LUMO para a hexaalanina
no vacuo e em solugdo ao longo da trajetdria simulada.
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Como era esperado, a Figura 5.16 mostra que com a inclusdo do efeito de
polarizacao pelo continuo dielétrico da dgua, ocorre um aumento da diferenga de
energia entre os orbitais HOMO e LUMO. Além disso, considerando as energias
dos orbitais de fronteira no vacuo, observa-se uma consideravel variacao;
entretanto, se considerarmos os mesmos orbitais em solucao, observa-se
negligenciada variagdo de energia, mostrando o efeito do solvente na reatividade
ou estrutura eletronica do peptideo em estudo.

Com base nesses resultados aqui apresentados, fica evidente a aplicagao
da presente metodologia QM/MM sequencial na descrigdo dos orbitais de
fronteira, incluindo efeitos de solvente, de compostos com elevados graus de

liberdade, cuja reatividade depende da sua conformacao.

5.6 — Conclusao

A utilizagdo da metodologia QM/MM  sequencial permitiu a
caracterizacdo da estrutura eletronica de varias conformacodes de polipeptideos
em solucdo, a partir da amostragem em solvente explicito pelo método de
Dindmica Molecular. A simulacdo cldssica por Dindmica Molecular de
homopeptideos contendo 6 residuos de aminoacidos mostrou o processo de
desenovelamento instantdneo desses peptideos em &gua; e a analise das
estruturas desses homopeptideos, utilizando métodos quanticos, revelou que a
estrutura em a-hélice ¢ energeticamente desfavoravel. Os célculos de energia
livre de solvatagdo utilizando métodos de solvente continuo mostraram que a
agua contribui na formagao ou estabilizacao da a-hélice, exceto para a glicina, a
qual nao apresenta preferéncia por a-hélice ou folha-f. De forma geral, os dados
termodindmicos concordam com a hipotese de que o tamanho da cadeia lateral
dos aminoacidos e a blindagem que os mesmos exercem ao acesso de moléculas
de agua na cadeia principal dos peptideos ¢ diretamente proporcional a

estabilidade da o-hélice dos mesmos em solucdo aquosa. A metodologia
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QM/MM sequencial utilizada mostrou ser adequada na caracterizacdo das
propriedades de cada aminoacido na estrutura de homopeptideos e mostrou ser
capaz de prever a tendéncia de um peptideo em formar o-hélice e a
caracteristica hidrofobica ou hidrofilica do mesmo. A utilizagdo da metodologia
QM/MM sequencial na descricdo da estabilidade da a-hélice de homopeptideos
contendo 12 e 16 residuos de aminoacidos revelou que existe um equilibrio entre
a energia estrutural do peptideo (calor de formagdo) e o efeito do solvente
(energia livre de solvatagdo) na estabilizagdo da a-hélice. Dessa forma, a
espontaneidade do processo de formacao da estrutura secundaria € direcionada
pela energia total do sistema (AHg + AGy,y). Além da descri¢do estrutural do
desenovelamento de polipeptideos, a metodologia QM/MM descrita nesse
trabalho ¢ capaz de corrigir algumas limitagdes do campo de for¢a como a
variacdo de cargas em funcdo da estrutura molecular; e nesse contexto, essa
metodologia pode ser utilizada na reparametrizagdo de campos de for¢a. Dessa
forma, a metodologia QM/MM aqui descrita pode ser utilizada para obter a
estrutura eletronica de conformagdes que foram amostradas incluindo-se efeitos
de temperatura, pressdo e interacdes explicita com o solvente, sendo a presente
metodologia de grande valia do estudo termodindmico de compostos com

elevado grau de liberdade conformacional.
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Capitulo 6
CONCLUSOES

O presente trabalho contribui para um melhor entendimento da estrutura
molecular dos biopolimeros quitina e quitosana em solu¢do ¢ do processo de
estabilizagdo da a-hélice de polipeptideos em agua. A utilizagdo de modelos
tedricos simulados por Dinamica Molecular permitiu a elucidagdo de situacdes
em que os métodos experimentais ndo sao capazes de descrever em detalhe. A
modificagdo no campo de for¢ca original para carboidratos permitiu a
caracterizacdo molecular de filamentos e nanoparticulas de quitinas e
quitosanas, avaliando o efeito do grau de acetilacdo, pH e forca i6nica na
conformacdo e solubilidade desses biopolimeros em solugdo aquosa. As
simulacdes por Dindmica Molecular mostraram que as cadeias de quitina em
solucdo sao relativamente rigidas e assumem a conformagdao em hélice 2; este
seu equilibrio conformacional ndo ¢ afetado pela forca i6nica até 1,1 M. As
cadeias de quitosana sdo mais flexiveis e podem assumir cinco motivos
estruturais diferentes: hélices 2,3,4,5 e hélice 2 relaxada. A distribuicao de
grupos acetil em blocos resulta em maior rigidez a cadeia polissacaridica e
favorece a conformagao em hélice 2, enquanto que a distribui¢do randomica de
grupos acetil favorece conformagdes menos simétricas como a hélice 2 relaxada
e hélice 5. A rigidez e conformacdes mais simétricas (hélice 2) adotadas pelas
cadeias de quitina e quitosana ¢ diretamente proporcional a estabilidade das
ligacdes de hidrogénio intramolecular entre o &tomo HO3 de uma unidade de
acucar e o atomo OS5 do proximo monossacarideo. A estabilidade desta interacao
intermolecular (HO3(,**O54+1)) € altamente afetada pela orientagdo e
mobilidade de moléculas de dgua em suas vizinhangas. A fraca e baixa
ocorréncia de ligagdes de hidrogénio intermolecular e interagdes hidrofdbicas
envolvendo os grupos N-acetil sugerem que as mesmas nao sao as responsaveis

pela a agregacdo e a insolubilidade de nanoparticulas de quitina e quitosana.
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Estas interagdes intermoleculares sdo forgas secunddrias no processo de
agregacdo ¢ sao mais pronunciadas em nanoparticulas que possuem uma
sequéncia continua de residuos N-acetilglicosamina. Calculos de energia livre de
solvatacdo indicaram que a solubilidade da quitosana ¢ controlada
principalmente por interagdes eletrostaticas entre a cadeia de polissacarideo e as
moléculas de agua. Assim, o grupo amino protonado (NH;") na vizinhanga do
atomo C2 da quitosana em pH &cido, pode ser capaz de aumentar a mobilidade
de moléculas de 4gua na regido do adtomo O3, desestabilizando a ligacdo de
hidrogénio HO3)**O5x,+1). O grupo amino desprotonado (NH,) e a presenca de
grupos N-acetil sdo capazes de orientarem e diminuirem a mobilidade de
moléculas de agua ao redor da cadeia polissacaridica, criando uma rede de
ligacdes de hidrogénio estaveis entre as moléculas de 4gua e as cadeias de
polissacarideos, estabilizando os agregados e tornando as nanoparticulas
insoliveis. O estudo desses biopolimeros mostra uma correlacdo entre
solubilidade e conformacao: a mobilidade e orientagao de moléculas de agua sao
responsaveis pela solubilidade e a estabilidade da ligagdo de hidrogénio
intramolecular HO3,)*O54+1); esta interagdo reduz a flexibilidade da cadeia
polissacaridica, favorecendo determinadas conformagdes; esta rigidez ou a
flexibilidade também ¢ capaz de influenciar na mobilidade e orientagdo de
moléculas de agua. Por esse motivo, a rigidez e a solubilidade desses polimeros
¢ inversamente proporcional a habilidade dos mesmos em formar ligacdes de
hidrogénio intramolecular do tipo HO3,)-*O54+1). Além disso, a utilizacdo da
metodologia QM/MM sequencial permitiu uma nova abordagem no estudo da
estabilidade da estrutura secundaria em a-hélice de peptideos em solugdo. Os
resultados mostraram que a estabilidade da a-hélice de homopeptideos
compostos por somente 6 residuos de aminoacidos ¢ diretamente proporcional
ao tamanho da cadeia lateral do peptideo. Os calculos do calor de formacao e
energia livre de solvatacdo mostraram que a estrutura em o-hélice ¢ instavel no

vacuo € que a solvatacdo contribui para a estabilizacdo desta estrutura
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secunddria. O aumento do niimero de residuos em homopeptideos de alanina
contribui no aumento do momento dipolar total dos peptideos, contribuindo para
a solvatacao e favorecendo a estabilidade da estrutura secundaria helicoidal.
Assim, o processo de formacao/destruicdo de a-hélices ¢ direcionado pelo
equilibrio entre a energia utilizada para formar a o-hélice (AH;) e a energia
liberada pelo processo de solvatagcdo (AH.), de forma que a energia total do
sistema (AH; + AGg,y.) € 0 responsavel por direcionar a espontancidade deste
processo. A metodologia QM/MM, da forma como foi utilizada neste trabalho,
mostrou-se adequada para descri¢cao da estrutura eletronica e da termodinamica
de homopeptideos. Esta mesma metodologia poderda ser utilizada para a

caracterizacao de compostos com elevado grau de liberdade conformacional.

As etapas realizadas neste trabalho sobre a caracterizagdo molecular de
quitina e quitosana resultaram em dois artigos na revista Journal of Chemical

Theory and Computation (JCTC):

FRANCA, E. F., R. D. LINS, L. C. G. FREITAS & T. P. STRAATSMA.
Characterization of Chitin and Chitosan Molecular Structure in Aqueous
Solution. Journal of Chemical Theory and Computation, 4 (12): 2141, 2008.

FRANCA, E. F.,R. D. LINS & L. C. G. FREITAS. Conformation and aggregate
stability of chitin and chitosan at different degrees of acetylation Journal of
Chemical Theory and Computation, Submetido.
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Capitulo 7
SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

A utilizacdo da metodologia QM/MM  sequencial favoreceu o
entendimento da contribuicdo da solvatacdo na estabilizacdo da a-hélice em
homopeptideos em solu¢do. Entretanto, para a descricdo de propriedades
especificas de determinados compostos que possuem elevado grau de liberdade,
torna-se necessario amostrar conformacoes no espago de fase em que esta
propriedade estd mais presente. Dessa forma, como sugestdo para trabalho
futuro, sera proposto uma nova metodologia QM/MM sequencial, a qual visa
atribuir maior peso estatistico as configuracdes que apresentem as propriedades
de interesse.

O procedimento delineado pode ser resumido segundo o algoritmo abaixo:

1 - Uma trajetoria convenientemente longa ¢ gerada utilizando as
condi¢des contorno adequadas, obtendo-se um conjunto { Po } de configuragdes
do sistema.

2 - Do conjunto total de configuragdes { Po } separa-se um sub-conjunto {
P1 } das configuragdes cujos valores de energia total e/ou potencial estdo dentro
de uma flutuacdo, previamente escolhida, com relacdo a energia média e/ou
potencial calculadas em { Po }. Alternativamente, este conjunto { P1 } pode ser
escolhido retirando de { Po } conformagdes semelhantes a uma predeterminada.

3 - O conjunto { P1 } ¢ o espago amostral para a realizagdo de um célculo
QM/MM utilizando o método de Monte Carlo Metropolis.

Ou seja, as configuragdes de { P1 } sdo utilizadas para uma amostragem
com o método de Monte Carlo Metropolis. Nessa nova amostragem, a energia
do sistema deve ser calculada utilizando um método hibrido QM/MM. Em geral,
esta etapa pode ser efetuada com uma metodologia de quimica quantica menos
dispendiosa computacionalmente.

4 - Obtém-se valores para energia média na amostragem realizada na
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etapa 3, bem como informacgdes sobre estrutura .

5 - Do conjunto { Pl }, separa-se um sub-conjunto { P2 } das
configuracdes cujos valores de energia & estrutura estdo proximos da média
calculada em { P1 }, segundo um quesito de proximidade previamente definido.

6- Acrescente-se a este conjunto { P2 } configuragdes extraidas de { Po }
obedecendo ao critério de proximidade definido. Obtém-se o um { P2 }
‘estendido’.

7 - O conjunto { P2 } ¢ o espago amostral para a realizagdo de um novo
calculo QM/MM utilizando nova amostragem com o método de Monte Carlo
Metropolis. Nesta nova etapa, pode-se utilizar um método de Quimica Quantica
mais sofisticado para calcular novos valores para a energia total do sistema.

A seqiliéncia de passos descrita acima pode ser repetida sucessivamente.
Note-se que em cada novo ciclo o nimero de configuragdes amostradas ¢
menor, mas as mesmas sdo representativas do sub-conjunto das configuracoes
mais provaveis do sistema. Desde que o nimero de configuragdes diminui
progressivamente, pode-se gradativamente utilizar metodologias de quimica
quantica com maior precisdao, sem aumentar drasticamente o tempo
computacional. E os calculos sdo efetuados em configuracdes do sistema
escolhidas com significancia estatistica.

No presente trabalho de tese, os cédlculos efetuados utilizaram somente o
sub-conjunto de configuragdes { P1 }. Dessa forma, a realizagdo das demais
etapas do algoritmo descrito acima, permitird obter um conjunto de estruturas
que sdo capazes de representar mais adequadamente o processo de

formacao/destruicao da estrutura secundaria em o-hélice.
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