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O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano.
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Resumo

O presente trabalho consiste na Parametrizacdo e validagdo da
quitosana no campo de forca OPLS-AA (do inglés, Optimized Potentials for
Liquid Simulations All Atoms) para caracterizar a remog¢ao de ions fosfato. A
reparametrizacdo da quitosana no OPLS-AA foi ajustada de acordo com os
parametros ja validados na literatura para o campo de forca GROMOS53a6. As
cargas RESP foram obtidas usando a metodologia HF (Hartree-Fock) e funcéo
de base 6-31G* usando o programa NWCHEM 5.1. Apds a inser¢gao dos
parametros de topologia (ligagdes quimicas, angulos, angulos diedrais e
cargas) terem sido adicionados no OPLS-AA foram realizados simulagdes com
a quitosana no vacuo e em solugdo aquosa para a validagdo dos novos
parametros topologicos. Assim sendo, a quitosana foi validada com base nos
resultados energéticos e estruturais obtidos nos 2 sistemas. Em seguida foi
modelado a adsorcdo de fosfato por quitosana utilizando os calculos de
dinamica molecular para elucidar as interagdes do biopolimero com o(s) ion(s).
Os calculos por dindmica molecular mostraram a ocorréncia de interagdes ion
dipolo do fosfato com o grupo hidroxila da quitosana. Em seguida foram obtidos
dados fora do equilibrio para a interacédo especifica entre o fosfato e os grupos
interagentes da quitosana através do potencial de forca média (PMF) utilizando
a metodologia Umbrella Sampling em solugdo aquosa contendo 1 fosfato, 1
decamero de quitosana e cloreto de sddio Afim de analisar possiveis eventos
moleculares ignorados pela Dindmica molecular . Os resultados da aplicacao
desta metodologia mostraram que além da interagdo com a hidroxila
(resultados obtidos por dindmica molecular), os grupos amino protonados da
quitosana também formaram intera¢des ion-dipolo com o ion fosfato. Sendo
assim, as interacdes entre a quitosana e o fosfato foram caracterizadas no
campo de forca OPLS-AA e o seu potencial como quelante de ions fosfato para

o tratamento da hiperfosfatemia foi confirmado.

Palavras chaves: Parametrizacdo, validagdo, Quitosana, dindmica molecular,

Umbrella Sampling , adsorgéo, fosfato e hiperfosfatemia.



Abstract

The present work consists of the parametrization and validation of
chitosan in the OPLS-AA (Optimized Potentials for Liquid Simulations all atoms)
force field of force to characterize the removal of phosphate ions. The
reparametrization of the chitosan in the OPLS-AA was adjusted according to
parameters already validated in the literature for the GROMOS53a6 (Groningen
Molecular Simulation) force field. The RESP loads were obtained using the HF
(Hartree-Fock) methodology and the 6-31G * base function using the NWCHEM
5.1 program. After insertion of the topology parameters (chemical bonds,
angles, dihedral angles and charges) were added in the OPLS-AA simulations
were performed with chitosan in vacuum and in aqueous solution for the
validation of the new topological parameters. Thus, chitosan was validated
based on the energy and structural results obtained in the two systems. Then
the phosphate adsorption by chitosan was modeled using molecular dynamics
calculations to elucidate the interactions of the biopolymer with the ion (s).
Molecular dynamics calculations showed the occurrence of dipole ion
interactions of the phosphate with the hydroxyl group of chitosan. Afterwards
the data were out of balance for the specific interaction between the phosphate
and the interacting groups of chitosan through the medium force potential
(PMF) using the Umbrella Sampling method in aqueous solution containing 1
phosphate, 1 chitosan decaner and sodium chloride In order to analyze possible
molecular events ignored by molecular dynamics. The results of the application
of this methodology showed that in addition to the interaction with hydroxyl
(results obtained by molecular dynamics), the protonated amino groups of
chitosan also formed ion-dipole interactions with the phosphate ion. Therefore,
the interactions between chitosan and phosphate were characterized in the
OPLS-AA force field and its potential as a phosphate ion chelator for the

treatment of hyperphosphatemia was confirmed.

Keywords: Parameterization, Validation, Chitosan, Molecular Dynamics,

Umbrella Sampling, adsorption, Phosphate e hyperphosphatemia
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1. A Quitina e os Polimeros

Os polimeros s&o cadeias moleculares formadas por um grande numero
de atomos (milhares ou até mesmo milhdes). As unidades formadoras dos
polimeros sdo moléculas menores chamadas de mondmeros que podem ser
iguais ou diferentes originando homopolimeros e copolimeros, respectivamente
(Wan & Galembeck, 2001).

O acumulo no meio ambiente de materiais poliméricos derivados do
petréleo é cada vez mais crescente, devido a sua dificuldade de degrabilidade
natural realizada por microrganismos (biodegrabilidade), pois sdo materiais
pouco soluveis em agua e de alta massa molar. Entédo, a extragao e utilizagéao
de materiais vindos de fontes n&o renovaveis deve ser progressivamente
substituida pelos materiais biodegradaveis e provindos de fontes renovaveis
(Mara, Franchetti, & Marconato, 2006) .

No século XIX ja se tinha conhecimento basico do biopolimero chamado
Quitina, porém suas propriedades quimicas eram pouco conhecidas. Os
derivados da Quitina possuem grande importancia comercial. Um derivado
muito importante é a Quitosana que esta inserida em varios ramos da pesquisa
e do mercado mundial (Campana-filho et al., 2007).

A extracdo da quitosana enfrenta varios desafios devido a formagéo de
subprodutos. A rota de formacgao da Quitosana também enfrenta obstaculos,
pois a polimerizagao nao é homogénea (Campana-filho et al., 2007).

A Figura 1 representa a Quitina que € um polissacarideo formado por
mondmeros contendo grupos funcionais representantes das fung¢des alcool,
éter e Amida. O grupamento Eter é formado a partir da formagdo da ligacdo
glicosidica que € caracteristica de carboidratos, compostos que geralmente
obedecem a férmula Cn(H20)n (Faria, Guerra, De Sousa Neto, Motta, & Franca,

2016). Na Figura 6, € mostrado a disposic¢ao linear da ligagao glicosidica.
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Figura 1 Representacdo do mondémero de quitina destacando os grupos
acetato presentes nos grupamentos N-acetilglicosamina, sendo n o grau de

polimerizagao da biomacromolécula

OH

HO O

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch (Spessard, 1998)

A Quitina e a Quitosana possuem importantes propriedades, tais como:
biocompatibilidade e biodegradabilidade, tornando-os produtos inofensivos ao
meio ambiente, ndo apresentando citotoxicidade e sendo fisiologicamente
inertes; além disso, sao bactericidas, quelantes de ions de metais pesados e
possuem muita afinidade por determinadas proteinas (Krajewska, 2004).Na
Figura 2 ha uma representacéo tridimensional da Quitina composta por 10

Monémeros N-acetilglicosamina

Figura 2 Representacgao tridimensional de 10 monémeros da Quitina unidos por
ligacdes glicosidicas do tipo B (1-4). “Os hidrogénios foram omitidos para

melhor visualizagao.

Fonte: Autor, através do programa Visual Molecular Dynamics (William
Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996),(Faria et al., 2016).
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A Quitina e a Quitosana possuem propriedades valiosas, tais como:
biocompatibilidade e biodegradabilidade, tornando-os produtos inofensivos ao
meio ambiente, ndo apresentando citotoxicidade e sao fisiologicamente inertes;
além disso, sdo bactericidas, quelantes de ions de metais pesados e possuem
muita afinidade por determinadas proteinas.

Os polimeros sintéticos derivados do petréleo sédo produzidos e
aplicados industrialmente, no entanto eles s&o, na maioria das vezes, agentes
de problemas ambientais por ndo serem biodegradaveis e por gerarem
subprodutos em sua sintese. Os biopolimeros sédo polissacarideos naturais de
estruturas e formas diferentes que atuam como agentes estruturais de células
vegetais e animais. Os biopolimeros podem ser usados como adesivos,
emulsificantes, adsorventes, lubrificantes, cosméticos, aditivos na area
farmacéutica, materiais estruturais além da versatilidade nas aplicagbes em
tecnologia de alimentos, medicina dentre outros. A Quitina possui importantes
propriedades, tais como adsorventes antimicrobianas e emulsificantes
(Pacheco et al., 2009) .

A Quitina é um biomaterial que sustenta, envolve e fornece protecao aos
organismos em que elas ocorrem. A Quitina atua como exoesqueleto de
invertebrados tais como artropodes, anelideos, moluscos e celenterados, em
algas diatomaceas e também na parede celular de alguns fungos tais como,
ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos(Campana-filho et
al., 2007) .

1.2 Quitosana

A desacetilacdo parcial da Quitina, em condi¢cbes alcalinas leva a
formagéo da Quitosana, um derivado da Quitina. A quitosana é um importante
polimero natural, mas sua maior fonte é a quitina que € muito abundante.

A Quitosana, cujo nome é 3 (1-4)-2-acetamino-2-deoxi-D-glicopiranose e
B (1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, possui uma estrutura semelhante a
molécula de quitina, a ndo ser pelo fato dela ser composta por unidades de 2-

amino-2-desoxi-D-glicopiranose, ou seja, a conversao dos grupos funcionais da
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funcdo amida em grupos funcionais da fungdo amina, define a formagéo da
Quitosana a partir da Quitina.

Pouco abundante na natureza, como por exemplo na formagdo da
parede celular de alguns fungos a Quitosana precisa ser sintetizada a partir da
desacetilagao (retirar grupos N-acetil) da Quitina. A Figura 3 representa a
modificagdo que ocorre no dimero de Quitina formando um mondmero de
Quitosana. A Quitosana por ser um copolimero, polimero no qual os
monémeros nao sao idénticos, ela possui dois tipos de ciclos, um N-acetilada

(GlcNAc) e um desacetilada (GIcN), como mostrado na Figura 3.

Figura 3 Representagdo em duas dimensdes dos dimeros da Quitina e da
Quitosana, respectivamente, destacando em vermelho os grupamentos GIcNAc
e GIcN, sendo n o grau de polimerizagdo de ambas (Faria et al., 2016;
Osterberg & Norinder, 2001)

QUITINA QUITOSANA
- ./—-__D_H\\_; _ . _
OH " HN’JL Cﬂ# OH -[ﬁzNJ
-0 O HON——xO-T o-ﬁﬂﬂmjy"\o--- .
S o o o
H o N HO
nHE/ﬂ C$ HO 7 ) o)
" (GleNA 2 GleNae) htmcmnh\—— GleN)

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch (Freeware 2012) versao
14.0/2013 (Spessard, 1998) .

Na Figura 3 mostra-se a conversdo de N-Acetil glucosamina em N-
glucosamina grupos da fungdo amida (GIcNAc) em grupos da fungdo amina
(GIcN). Nota-se que houve a preservagao de um grupamento N-Acetil, ou seja,
0 G.A = 50% nesse caso.

A Figura 4 representa tridimensionalmente um fragmento de Quitosana

que foi gerado no programa de visualizagdo de Dinadmica Molecular (Visual
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Molecular Dynamics-VMD). Nessa representagao a quitosana esta com G.A=

33% pois somente 1 a cada 3 mondmeros estao acetilados.

Figura 4 Representacdo do fragmento do copolimero de Quitosana. Cada

atomo ¢é identificado pelo simbolo do elemento seguido de um algarismo

Fonte: Autor, através do programa Visual Molecular Dynamics (Faria et al.,
2016; W Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996) .

A desacetilagdo da quitina (remogéo dos grupos N-Acetil) pode ser total
(igual a 100%) ou parcial (menor do que 100%). O grau de acetilagdo (G.A)
pode ser definido como a porcentagem acetilada da quitosana (Uberl, De, Qu,
& Mestrado, 2015). Ao utilizarmos um polimero de quitina totalmente acetilado,
0 seu grau de acetilagdo sera considerado 100%. Se somente metade dos
mondémeros forem acetilados o seu G.A = 50%. As moléculas que possuem
G.A < 50% sao consideradas moléculas de quitosana.

Na Figura 5 é mostrado uma representacao tridimensional dos dimeros
de Quitina e de Quitosana e suas respectivas superficies de Van der Waals,

com a enumeracao dos atomos de carbono das cadeias glicosidicas
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Figura 5 Representagao tridimensional dos dimeros de Quitina e de Quitosana
e suas respectivas superficies de van der Waals, com a enumeragao dos
atomos de carbono das cadeias glicosidicas, sendo n o grau de polimerizagao
de ambas (Faria et al., 2016)

Quitina Quitosana

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch (Freeware 2012) versao
14.0/2013(Spessard, 1998) .

A sintese da Quitosana ocorre com o tratamento da Quitina com NaOH 40% a
quente (100 °C) e por 1 hora (Osterberg & Norinder, 2001) . Uma rota
alternativa para a obtencdo do composto desacetilado seria a substituicdo do
Hidréxido de Sodio por enzimas na qual ao invés de hidrélise alcalina ocorreria
a hidrélise enzimatica para a retirada do grupo N-acetil (Thakur & Thakur,
2014) . Experimentalmente, a maneira mais simples e rapida de se distinguir a
Quitina da Quitosana é o teste de solubilidade em solugdes aquosas acidas
diluidas. A quitina € muito seletiva em relacdo ao solvente, ou seja, poucos
solventes conhecidos sao capazes de solubiliza-la, enquanto a quitosana é
soluvel em uma gama de solugdes aquosas acidas diluidas, tais como solugdes

de acido acético e acido cloridrico (Campana-filho et al., 2007) .

As reacbOes adversas que ocorrem na desacetilacdo da Quitina sao
desafios que os grupos de pesquisas experimentais estdo buscando vencer. A

principal fonte de diminuicdo de rendimento se da pela despolimerizacdo que
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pode ocorrer devido a condigdes reacionais severas e presenga de oxigénio
molecular.

As medidas como explosdo a vapor, borbulhamento do meio reacional
com gases inertes, adicao de agentes redutores, irradiagdo com micro-ondas,
ultrassom e a execugédo de ciclos térmicos de congelamento a temperatura do
nitrogénio liquido e aquecimento a temperatura ambiente intercalados com
sucgao do reator com bomba de vacuo sdao medidas eficazes para diminuir a
despolimerizag¢ao do carboidrato (Campana-filho et al., 2007) .

A Quitosana esta inserida nas Industrias farmacéuticas, utilizada em
cosmeéticos, industria da estética, como produtos para emagrecimento, produto
alimenticio e na Agricultura como descontaminante ambiental. O potencial
farmacéutico desse composto nao é aceito em todos os casos pela “U.S. Food
and Drug Admistration (FDA)”. Porém a adi¢cdo do carboidrato em alimentos ja
ocorre ha praticamente duas décadas em paises como Japdo e Noruega
(Campana-filho et al., 2007) .

A Quitosana possui propriedades importantissimas para o meio
ambiente por ser um polimero de fonte renovavel e muito versatil em varias
aplicagbes. A aplicagdo da Quitosana se da em diferentes estados de
agregacao, tais como: particulas, nanoparticulas, filmes, géis, membranas. As

principais propriedades desse composto estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 Propriedades intrinsecas da quitosana

e Aminopolissacarideo linear com elevada taxa de
nitrogénio;

e Estrutura D-glicosamina; baixa cristalinidade e
hidrofilicidade;

Caracteristicas « Capacidade para formar interagdes de hidrogénio

e . . . .
Propriedades inter e intramoleculares e elevada viscosidade;
FIS,IC?S e e Grupos reativos com possibilidades de
Quimicas

modificagdes quimicas e ligagdes cruzadas
(cross linking);

e Formacdo de sais com acidos organicos e
inorganicos;

¢ Propriedade quelantes e complexantes;

e Biocompatibilidade;
e Baixa toxicidade aguda;
e Biodegradabilidade;
e Bioatividade;
Propriedades , Atividade antimicrobiana  (fungos, bactérias,
Bioldgicas
virus);
¢ Antiacido, antiulcera e propriedades antitumorais;
e Antiagreganteplaquetario;

e Bioadesividade.

Fonte: Autor (Thakur & Thakur, 2014).

Essas caracteristicas se estendem aos campos da biomedicina,
incluindo a distribuicdo de drogas no organismo, engenharia de tecidos, no
campo da industria, incluindo a adsorcdo de ions metalicos e remocido de
alguns corantes (Thakur & Thakur, 2014).

Na literatura ha valores tabelados da capacidade de adsor¢cédo que a
Quitina, Quitosana e derivados possuem em relacdo a remocao de ions
metalicos, radionuclideos e oxoanions metalicos. Na estrutura da Quitosana ha

ligagdes glicosidicas do tipo B- (1—4) num arranjo linear, como representado
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na Figura 6, onde a nova ligagdo é chamada de ligac&do éterea ou glicosidica

(ligagao caracteristica de carboidratos) (Thakur & Thakur, 2014).

Figura 6 Representacdo de um monémero da Quitosana mostrando a
geometria linear da ligagéo glicosidica existente no grupo etoxi (Osterberg &
Norinder, 2001; Thakur & Thakur, 2014) (Spessard, 1998; Osterberg e
Norinder, 2001; Thakur e Thakur, 2014)

OH Ligacédo glicosidica

OH
O
/N °1
O
o O
~ HO HO
HN o n NH, m

J

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch (Freeware 2012) versao
14.0/2013(Spessard, 1998) .

Os sobescritos m e n representam o grau de polimerizacdo de cada
fragmento, ou seja, a quantidade de vezes que cada mondmero repete,
podendo ser iguais ou diferentes.

As hidroxilas pertencentes nos reagentes para a formagédo da ligagéo
glicosidica estdo na posicdo 1 de um anel e 4 do outro anel. Elas s&o
classificadas bioquimicamente como hidroxilas anoméricas livres ou hidroxila
potencialmente livre.

A literatura relata que a quitosana atua como um descontaminante
ambiental, pois possui um importante potencial quelante de diversos ions
metalicos, tais como: arsénio, cadmio além de herbicidas organicos
(Beheshtian, Peyghan, & Bagheri, 2013).

No presente trabalho pretende-se avaliar o efeito quelante da quitosana
sobre o fosfato, pois pessoas com hiperfosfatemia possuem altas

concentracdes séricas desse ion.
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1.3 Hiperfosfatemia

A hiperfosfatemia se caracteriza por um nivel elevado de Fosfato no
sangue. Niveis mais elevados que o normal podem ser causados pela ingestao
de alimentos ricos em Fosfatos, como produtos lacteos ou insuficiéncia renal
(Shaman & Kowalski, 2016) .

O faésforo é o (Kooienga, Bellasi, & Block, 2017) segundo elemento mais
abundante no corpo humano apds o calcio. A maioria (85%) de fosforo é
encontrada no osso e nos dentes como hidroxiapatita, 14% esta localizado
intracelularmente como compostos organicos de Fosfato; com os restantes 1%
do Fosfato corporal total localizado extracelularmente, principalmente como
Fosfato inorganico. Dos 1% localizados no espacgo vascular, 20% séo ligados a
proteinas (Shaman & Kowalski, 2016).

Em adultos saudaveis, a maioria dos laboratérios citam uma
concentracdo normal de concentragao de fosfato de 0,80 -1,45 mmol/L (Berndt
& Kumar, 2013) . A hiperfosfatemia em pacientes com doencga renal cronica
(DRC) é uma condi¢cado potencialmente alteradora da vida que pode levar a
calcificacédo cardiovascular, doenga éssea metabdlica (osteodistrofia renal) e ao
desenvolvimento de hiperparatireoidismo secundario.

Para gerenciar eficazmente a hiperfosfatemia em pacientes com DRC, é
importante ndo apenas considerar opgdes de tratamento farmacologicas e ndo
farmacoldgicas, mas também compreender as vias fisioldégicas subjacentes
envolvidas na homeostase do fosforo.

Na doenga renal terminal (do inglés, end-stage renal disease - ESRD), a
hiperfosfatemia e o aumento do Fosfato (PO4*) e de Calcio sérico (Ca?*)
estao associados a calcificacbes vasculares, aterosclerose acelerada e eventos
cardiovasculares, principais causas de aumento da morbidade e mortalidade
por doenga cardiovascular na ESRD (Indridason & Quarles, 2002).

Ha comercialmente diferentes tipos de aglutinante de Fosfato como por
exemplo, o cloridrato de Sevelamer. Esse farmaco possui atividades
antiinflamatorias e efeitos benéficos sobre os perfis lipidicos através da
redugdo da PCR (Berndt & Kumar, 2013) que consequentemente reduz a
concentragdo de POs* . Além dos altos custos desse farmaco
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(aproximadamente 1200 reais uma embalagem de 800mg

https://consultaremedios.com.br/cloridrato-de-sevelamer-fiocruz/p#bula) a

efetividade em porcentagem (50% atingem os niveis recomendados de POs*
nao € ideal, apesar de todas as possibilidades disponiveis no mercado para
controlar a hiperfosfatemia, incluindo os agentes aglutinantes de Fosfato
(Shaman & Kowalski, 2016).

Um aumento da excregdo de PO4* salivar foi relatado em pacientes com
doenca renal crénica (DRC) e pacientes em didlise que correlacionaram
linearmente com creatinina sérica e taxa de filtragdo glomerular (GFR) em
CKD(Larsson et al., 2018) e com niveis séricos de POs*> em pacientes em
didlise, que tém niveis salivares de PO4% cinco vezes superiores aos no soro. E
relatado na literatura que doentes que trataram com uma goma de mascar
contendo quitosana tiveram uma redugio consideravel de Ca?* e de PO4*
sérico, podendo considerar que foram atingidos niveis normais desses
componentes no sangue (Anraku et al., 2014)

Num estudo de caso os pacientes de dialise foram previamente tratados
com hidrocloreto de sevelamer - hiper"resistentes"phatemia em quem o PO4*
sérico foi normalizado pela tratamento com uma goma de mascar carregada
com Quitosana, uma Pasta de Fosfato salivary, como um complemento para
sevelamer, para avaliar retrospectivamente o CRP altamente sensivel (hs) e a
relagdo com hiperfosfatemia e Ca?* x PO43 (Anraku et al., 2014),(“CHITOSAN;
A NOVEL SALIVARY PHOSPHORUS BINDER,” 2015) .

A alta taxa de mortalidade causada pela hiperfosfatemia esta
intimamente associada a calcificacdo vascular. O descontrole do nivel de
Calcio x Fosfato sérico gera uma alta taxa de mortalidade. As simulagdes por
dindmica molecular que foram desenvolvidas neste trabalho foram realizadas
para avaliar as interagdes entre a quitosana e o ions fosfato, pois assim pode-
se contribuir com a elucidagcao do efeito quelante do biopolimero sobre o
fosfato e a diminuicdo e controle dos niveis dos ions e por conseguinte reduzir
os efeitos colaterais produzidos nos pacientes, devido a acdo dos farmacos

utilizados, ja que a quitosana é biocompativel (Shaman & Kowalski, 2016).
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A literatura relata inumeros sistemas em que a quitosana é utilizada como
agente quelante de contaminantes ambientais, tais como metais pesados e
demais contaminantes inorganicos além de herbicidas organicos

No presente trabalho foi usado a modelagem molecular para caracterizar
as propriedades fisico quimicas de nanoparticulas de quitosana que
apresentam grande potencial para atuar como agentes quelante de Fosfato no

tratamento da hiperfosfatemia.

1.4 A Quitina no grupo de pesquisa desse trabalho

As pesquisas realizadas pelo grupo de pesquisa do Prof. Eduardo de
Faria Franca (IQUFU) sao realizadas utilizando simulagbes computacionais
através da Dinamica Molecular (DM) nas quais foram elucidadas as interagdes
entre as cadeias do polissacarideo que justificam os diferentes arranjos a- e -
Quitina devido a quantidade de moléculas de agua entre as cadeias
polissacaridicas, vide Figura 7, que sao mantidas por ligagdo de hidrogénio
intermoleculares entre as moléculas de agua e as nanoparticulas do polimero.

As conformagdes da quitina foram analisadas através das trajetorias
percorridas pelos componentes do sistema contendo os filamentos do
biopolimero. De uma maneira geral, foi realizada a analise das estruturas
polimdrficas do carboidrato em solugdo aquosa com o solvente explicito (Uberl
et al., 2015).

A estabilidade termodindmica do sistema foi alcancada quando ele
atinge o equilibrio, tal fato ocorreu quando se obteve baixo desvio padrao para
os valores médios da variacdo de energia livre. Os valores termodinamicos
entropicos, entalpicos e de variagdo de energia livre foram fundamentais para o

conhecimento do ponto de equilibrio (Uberl et al., 2015).
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Figura 7 Representacdo das ligagdes de hidrogénio intermolecular
agua--biopolimero, agua-—agua e representagcado esquematica dos polimorfos de
Quitina e Quitosana. As cadeias poliméricas sdo representadas por setas.

Arranjos: a) antiparalelo b) paralelo e c) invertida

a) a-Quitina e a-Quitosana b) B-Quitina e B-Quitosana c) y- Quitina e y- Quitosana

VL VL v ‘LVW v

Fonte: Autor, através das formas disponiveis em Microsoft Word 2010, através

do modelo de Campana, 2007 (Campana-filho et al., 2007).

Na estrutura da a — Quitosana, assim como no da a — Quitina o arranjo
antiparalelo favorece a formacao de Ligacdes de hidrogénio inter e intracadeias

da mesma lamela e de lamela vizinha o que definira o empacotamento mais
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denso das 3 formas. A B-Quitosana com a disposi¢ao das cadeias em paralelo
nao favorece a formacédo de Ligagbes de hidrogénio entre as cadeias de
lamelas adjacentes o que resultara num material menos densamente
empacotado. A Figura 7 esquematiza os polimorfos da Quitosana, a Figura 8
ilustra os fragmentos polimorfos das nanoparticulas de a- e B- Quitina e a
Figura 9 representa a disposi¢cao da a- e - Quitosana agregadas na forma de

nanoparticulas.

Figura 8 Nanoparticulas de a) a-Quitina e b) B-Quitina.

Fonte: Autor, através do programa Visual Molecular Dynamics (W. Humphrey,
Dalke, & Schulten, 1996a; Uberl et al., 2015)
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Figura 9 Nanoparticulas de a) a-Quitosana e b) - Quitosana.

a) b)

Fonte: Autor, através do programa Visual Molecular Dynamics (W. Humphrey et
al., 1996a; Uberl et al., 2015).

Na estrutura da a — Quitosana, assim como no da a — Quitina o arranjo
antiparalelo favorece a formagéo de Ligag¢des de hidrogénio inter e intracadeias
da mesma lamela e de lamela vizinha o que definira o empacotamento mais
denso das 3 formas, diferentemente da p-Quitosana na qual a disposi¢ao das
cadeias em paralelo nao favorece a formacgao de Ligacdes de hidrogénio entre
as cadeias de lamelas adjacentes o que resultara num material menos

densamente empacotado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho foi realizar simulagées computacionais dos
biopolimeros de Quitina, Quitosana e suas possiveis interacbes com o ion

Fosfato.

2.2 Objetivos Especificos

O presente trabalho buscou validar a reparametrizacdo da quitosana no OPLS-
AA através de simulagdes por Dinamica molecular do biopolimero no vacuo.
Nesse estudo visou-se a modelagem molecular das interagbes entre o ion
fosfato e a quitosana em solugdo aquosa. Outro objetivo desse estudo foi
avaliar, utilizando a metodologia Umbrella Sampling, as possiveis interagdes
especificas que nao foram contabilizadas pela dindmica molecular. Por fim
buscou-se ampliar o espectro de simulacbes com a reparametrizacdo do
polimero num campo de forca mais detalhistico (OPLS-AA em relagdo ao
GROMOS53a6) assim como possibilitar a realizacdo de calculos hibridos de
mecanica quantica e mecanica molecular (QM/MM, do inglés Quantum
Mechanics e Molecular Mechanics) para caracterizar a nivel eletronico as

interagdes observadas na Dinamica molecular.
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3 FUNDAMENTOS TEORICOS

A modelagem molecular cria modelos tedricos em escala atémica,
buscando justificar as propriedades macroscépicas em funcdo das
propriedades moleculares. Para sistemas em que ha reagdes quimicas, ou
seja, quebra e formagbes de ligagdes quimicas utilizam-se os Modelos
baseados nos principios da Mecanica Quéantica (MQ) que relaciona as
propriedades quimicas com as caracteristicas eletrbnicas do sistema. A MQ
estuda a estrutura eletrbnica em orbitais para uma posigdo nuclear fixa. Outro
meétodo tedrico e que foi usado no presente trabalho € a Mecanica Molecular
(MM) que elucida as propriedades do sistema usando as leis da Mecanica
classica de Newton e da termodinamica estatistica. (E. F. Franca, Lins, Freitas,
& Straatsma, 2008; Weitzel Coelho, Maria Amaral Junqueira, & Omar Machuca
Herrera Sérgio de Paula Machado, 1999)

Um dos mais importantes avangos no planejamento e descoberta de
novos farmacos tem sido a utilizacdo da modelagem molecular. Ela tem se
firmado como uma ferramenta indispensavel ndo somente no processo de
descoberta de novos farmacos, mas também na otimizagdo de um prototipo ja
existente ou obtido pelo préprio estudo de modelagem molecular.

O avango computacional impulsiona o desenvolvimento da
modelagem molecular devido a devido a grande elucidacdo estrutural do
sistema parametrizado e simulado. A descricdo de ligagbes, angulos entre 3
atomos e angulos entre 4 atomos (diedros) além das analises das forcas
intermoleculares como Ligacao de hidrogénio (L.H) e interagdes coulémbicas.

As aproximagbes usadas em modelagem molecular s&o: a
aproximacao classica que se baseia na Mecanica Molecular e a aproximacao
Quéntica que se baseia na Mecanica Quantica (MQ) que utiliza os métodos ab
initio € semi-empiricos.

A modelagem se baseia em varias equagdes matematicas que
embasam cientificamente a descricao do sistema. A metodologia da mecanica
quantica da equacao de Erwi Schrondinger utiliza fun¢gdes de onda para

descrever propriedades que calculam a nivel eletrbnico os parametros de
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topologia e estrutura eletrénica, podendo calcular valores de grandezas tais

como: energia total do sistema, angulos e angulos diedrais, entre outras.
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3.1 Mecanica Molecular (MM)

A Mecanica Molecular descreve processos fisicos, ou seja, processos
que ndo ha reagbes quimicas. A MM ¢é util em sistemas contendo grandes
quantidades de atomos, pois métodos da MQ (Mecéanica Quantica) exigiria
muito recurso computacional, hardware, para descrever a estrutura eletrénica
de tais sistemas. Os métodos da MQ geralmente ndo sao utilizados em
sistemas com grandes quantidades de atomos.

A MM considera os movimentos nucleares e trata os elétrons
indiretamente e para isso utiliza-se a separacao de Born-Oppenheimer que
considera que todas as interagdes nucleares sao aditivas. A separagao de Born
Oppenheimer utiliza uma série de equacgdes derivadas empiricamente, cujo
formalismo matematico se baseia ho modelo de mecanica classica de estrutura
molecular. (Coelho, Junqueira, Machuca Herrera, Machado, & Machado, 1999)

Na MM considera-se que os atomos que se ligam quimicamente para
formar as moléculas, interagindo por forgas elasticas ou harménicas, tais como
molas, Figura 10, de acordo com a lei de fisico inglés Robert Hook, Equagéao 1.
Nesse método a energia das ligagdes esta relacionada com a constante da
mola que une os atomos, ou seja, quanto maior for o valor da constante da
mola, mais rigida sera a mola e maior sera a energia necessaria para romper a

ligacdo quimica. (Coelho et al., 1999; E. F. Franca et al., 2008)

E=-Kx Equagéo 1

Sendo K, a constante elastica da mola e x,0 deslocamento da mola.
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Figura 10 - Representacdo da molécula de agua em que os atomos de

Hidrogénio se ligam ao de Oxigénio por forgas elasticas

H H

%,

O

Fonte: Autor

Para a descricao de um sistema a MM utiliza-se do campo de for¢a que
€ um conjunto de parametros que representa toda a energia potencial do
sistema. A superficie de energia potencial € conhecida como a superficie de
Born-Oppenheimer, obtida a partir dos resultados das diversas posi¢des
nucleares dos atomos do sistema. Essa superficie possui minimos de energia
local e global, sendo que o minimo global corresponde a melhor aproximagao
da energia estrutural da molécula. No campo de forga, os parametros de
energia potencial da estrutura sdo determinados pelos comprimentos de
ligacao (r), angulos de ligagao (8), angulos diedros (@) e interagbes néo ligadas
(d). Os parametros utilizados no campo de forga sdo descritos a seguir.

A obtencéao do potencial total do campo de forga é resultado dos calculos
dos diversos tipos de potenciais, que sao: potencial de ligacdo, potencial
angular, potencial torsional, potencial de Lennard-Jones e potencial de
coulomb. Assim sendo, consegue-se obter parametros energéticos e
estruturais, tais como: energia total, RMSD que é a medida da raiz quadrada do
desvio quadratico médio (RMSD, do inglés, Root Mean Square Deviation),
RMSDist que significa o calculo da Raiz quadrada do desvio médio quadratico
das distancias atbmicas (do inglés, root mean square deviation of atom
distances - RMSDist), angulos de ligagao, distancia de ligagao dentre outros

que serao mostrados nos resultados e discussoes.
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3.1 a O campo de forca e o potencial harmoénico linear (Vd) ou potencial de

ligagao

O potencial total (Viotal) do campo de for¢a € obtido pelo somatério do
potencial harmoénico linear (Vd), potencial harménico angular (Ve), potencial
torsional (V@), interagdes nao ligadas como o potencial de Lennard-Jones ou
de van der Waals (Vw) e potencial de Coulomb (Vc), portanto a partir da

equacéo 2, obtém-se 0 Viotal.

Viotar= Vo + Vot Vo + Vi + V¢ Equacao 2

O potencial harmbnico linear é obtido pelo estiramento entre dois
atomos. Ao distanciar, um atomo ligado a outro do ponto de equilibrio a mola
que os une exercera uma for¢ca no sentido oposto, ou seja, de aproxima-los e o

potencial necessario para distancia-los sera calculado pela equacéao 3.

Vo =% Kag (d— do)? Equacédo 3
Sendo d o comprimento da ligagdo entre os 2 atomos, do € o comprimento de
equilibrio e Ka € a constante elastica da forgca da mola. Os parametros do

campo de forca sdo os parametros do e Kad.(Berendsen, Postma, van
Gunsteren, DiNola, & Haak, 1984)
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3.1 b Potencial Harmoénico Angular (Ve)

A energia associada ao desvio angular da posicao de equilibrio, é
calculada pelo potencial harmoénico Angular (estiramento angular), Ve,dado

por:
Vo =% Ko (6n— 60)? Equacéo 4
Sendo 8 o angulo definido pela ligagdo, 6o € o angulo de equilibrio e Ke € a

constante elastica da forca. A Figura 11a mostra o angulo entre 3 atomos e 11b

o grafico do potencial angular em fungao de ©.

Figura 11 Representacdo esquematica do potencial angular (VO) em fungao

de ©. Do estiramento angular sofrido por 3 atomos.
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3.1 ¢ Potencial Torsional ou diedral (Vo)

Um conjunto de 4 atomos, i, j, k e |, ligados sofrem torséo e a energia
associada a torsao das ligacdes covalentes, Figura 12, entre os atomosie |l é
calculada pelo potencial torsional, V.

As expressbes matematicas que representam o Potencial Torsional
variam de um campo de forga para o outro. A Equacao 5a refere-se ao campo
de forca OPLS-AA e a Equacao 5b refere-se ao campo de forca
GROMOS53a6, que foram os campos de forca usados nesse trabalho.
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O angulo diedro, ¢, € o angulo formado entre os atomos a, b, ce d. A
diferenca de fase formada entre os pares atdomicos k, | e i, j € denotada por &
na equacgao 5b, que pode ser 0° e 180°, dependendo se este valor for um

maximo ou de minimo.

V, = Z(% [1+cos (¢ — 991)]+% [1—cos (20 — ¢,]]

@
V. V,
+ EE [1+cos (3¢ — @5)] + 54 [1—cos (49 — @,)]

Equacao 5a
Vo = Ky [1+cos (ng +0)] Equacéao 5b

Na equacgéo 5b, V,, € a constante que define a altura da barreira de rotagéo e n
(1,2,3,4) o numero de minimos para a torcdo de uma ligacdo quimica
especifica. A Figura 12 representa geometricamente o angulo de torcdo. Os
diedros impréprios, que sao Utilizados para manter grupos planos no plano (por
exemplo, anéis aromaticos) ou para prevenir que moléculas deformem-se em
suas imagens espectrais também podem ser tratados da mesma forma que as
deformagdes angulares, onde a contribuigdo para a energia potencial molecular

€ dada pela equacao 5c.

V(@ 4zen) = % kamen {ﬁﬂ.ﬁscﬂ- — Warco.eq :l‘ EqanéO SC

em que @ é o angulo diedro (Cramer, 2004)(Jensen, 2007) (Hinchliffe, 2008)
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Figura 12 Representagdo geométrica do angulo de torgao (Faria et al., 2016)

Fonte (Hinchliffe, 2008)

3.1 d Potencial de Lennard-Jones (VL) ou Van der Waals e Potencial de
Coulomb (V)

O potencial de Lennard-Jones ou de Van der Waals é usado para
calcular os potenciais de atomos né&o ligados covalentemente, nesse caso as
interagbes podem ser intramolecular, separados por 3 ou mais ligacdes
covalentes ou para descrever a interagdo intermolecular, entre atomos de
moléculas vizinhas. Esse potencial € utilizado para interagcdes de curto alcance
(interagdes dipolo instantaneo — dipolo induzido, dipolo permanente — dipolo
peramente e etc..), que em geral possuem menor intensidade que as
interagdes de longo alcance (interagdes de coulomb).

As interagdes entre cargas, eletrostaticas, interagcdes de longo alcance,
entre dois atomos i e j é representada pelo potencial de Coulomb. Sendo rjj a
distdncia entre os atomos i e j, g € Q; sao as cargas parciais, € a
permissividade no vacuo e € a constante dielétrica do meio.

Geralmente, os parametros empregados no campo de forca podem ser
obtidos tanto por calculos mecanico quanticos quanto por ajustes a dados
obtidos experimentalmente por técnicas como: cristalografia de raios X,

espectroscopia no infravermelho, ressonancia magnética nuclear, entre outras.
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No campo de forga OPLS-AA calcula-se a soma dos potenciais (V) das
interagbes ndo ligadas (Lennard-Jones e Coulomb) entre dois atomos i e |
através da equagao 6a e para o campo de forca GROMOS53a6 a mesma

somatoria € dada pela equagéao 6b, abaixo.

cit cf a2
— i i qieq ~
Vnﬁa!igﬂdos _E paresij 1z - & + _ ) Equagao 6a
LT T 43?:,:,?"[-'.-

nioligados ~ Y

~ [ 7 \
Na equagéo 67 C;; = /C;;C;j(Chang & Sandier, 2004) ONde C5* corresponde a

repulsdo para curtas distancias entre dois atomosi e je CS. refere-se ao termo

atrativo na equacao.

()™ ()"

V. Equacéo 6b

12 &
_ & & qiq;
nacligados ~ £ 23 [, :|

4.1?snr'l-_l_-
Na equacdo 6b, o primeiro termo (o'?) corresponde a repulsdo para
curtas distancias entre dois atomos i e j, o segundo termo (c®) descreve a

contribuicdo de suas atragdes, e ¢ corresponde a profundidade do pogo de

energia potencial, quanto maior o valor de =, maior a interagcdo entre duas
particulas. O parametro ¢ indica o didametro de Lennard-Jones. O termo rij é a

distdncia entre os atomos i e j. A Figura 13 representa graficamente a
dependéncia do potencial de Lennard Jones (V) com a distancia (r) entre os
atomos i e j. Nela esta representado o minimo de energia potencial que é o

valor necessario para a formacao da interagcao de Van der Waals.
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Figura 13 Grafico representativo do potencial de Lennard Jones (V) em funcao

da disténcia (r) entre os atomosii e j.
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Na Figura 13 valores positivos de V representam repulsdo entre as
moléculas e valores negativos de V, indicam atracdo entre as moléculas. Na
Figura 13 a distancia da curva ao eixo Y refere-se ao termo o e ele aumenta
com o aumento do raio molecular. O poco de energia potencial € denotado pela
letra ¢ que representa o “fundo do pogo do potencial” e possui maior valor
quanto mais estavel forem a interagdes entre os atomos nao ligados

covalentemente.

3.2 Dinamica Molecular (DM)

A dindmica molecular (MD, do inglés, Molecular Dynamics) ¢ um dos
métodos da MM e é uma técnica amplamente utilizada em simulagao
computacional. Nesse tipo de simulagao, os efeitos de temperatura ndo sao
desprezados. A DM pode simular sistemas quimicos, fisicos e bioldgicos
contendo elevada quantidade de atomos e moléculas (102 entidades).

A energia desses sistemas sdo da ordem de grandeza de k»T, em que kb

€ a constante de Boltzmann e T é a temperatura em Kelvin. A realizagado da
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simulagao é feita conhecendo os valores das coordenadas cartesianas iniciais
de cada atomo do sistema.

Para caracterizar eventos moleculares o intervalo de tempo tipico
utilizado entre um passo e o passo seguinte da dindmica molecular € da ordem
de grandeza de fentossegundos (10-'®s). O numero de passos utilizados nesse
trabalho foi da ordem de 10° passos. Sendo assim, obteve-se a trajetdria do
sistema num intervalo de tempo ao redor de 10° segundos que é
nanossegundos (ns). A dinamica molecular possibilita a obtencdo das
trajetérias dos componentes do sistema a partir da integracdo das leis de
movimento de Isaac Newton. A trajetéria fornece as posigdes e as velocidades
das particulas do sistema em relagdo a variagédo do tempo. A equagao a ser

integrada € a Equacéo 7:
—f=cxi Equacao 7

A equacédo 8 descreve o movimento da particula de massa m; ao longo
da coordenada xi, sendo Fx a forca da particula nessa coordenada. Para um
sistema contendo N particulas a integracao sucessiva da Equagao 7 para cada
um dos atomos do sistema fornecera o potencial total, Viwta. A integracéo
definira cada passo do sistema e a trajetdria obtida sera o conjunto de todos os
passos obtidos. A cada novo passo deve-se acrescentar um novo At, o que
acarreta a alteracao da velocidade e da posicdo atdbmica em fungado do tempo.
A energia potencial do sistema é obtida integrando a forga em relagdo ao

espacgo, como mostrado na Equacao 8.
E,(r)=—] Fdr Equacéo 8

As propriedades macroscopicas do sistema sao extraidas do conjunto de

trajetérias em equilibrio.
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3.2.1 O Algoritmo de Integragao Leap-Frog

A fisica newtoniana subsidia fundamentalmente a simulagdo por
Dinamica Molecular. As equacdes que sao utilizadas para calcular as posicoes,
velocidades e demais parametros do sistema molecular sdo expressas a
seqguir.

Um integrador € necessario para resolver as equacgdes diferenciais na
simulagcédo de Dinamica Molecular. O algoritmo leap-frog consiste num método
numerico simples de resolver as equag¢des de movimento de Newton (Bastug,
Chen, Patra, & Kuyucak, 2008; Franca, Eduardo de Faria, Leite, Fabio L., &
Amarante, 2010; Park, Khalili-Araghi, Tajkhorshid, & Schulten, 2003). O
algoritmo calcula os valores das posi¢cdes e velocidades alternadamente, um
valor dependendo do outro, os valores de posi¢cdes e velocidades sdo langados

ao longo do tempo t, r € a posigao atbmica, v é a velocidade dos atomos.

O aspecto numérico e a falta das velocidades explicitas no algoritmo
de Verlet pode ser remediado pelo algoritmo leap-frog. (Allen & Tildesley, 1989)
Desenvolvendo expansdes analogas as equagdes 9 e 10 com a metade de um

intervalo de tempo seguido por subtracéo gera,

Tigg = 1 v 1Al Equacéo 9

A velocidade é obtida pela expanséo analoga para dar a equagéao 10.

v, =v _aht Equacéo 10

As equacgdes 9 e 10 definem o algoritmo de leap-frog, e se observa que
as atualizacbes das posicoes e velocidades estao fora de fase pela metade do
intervalo de tempo, ou seja, as velocidades sao atualizadas em tempos
intermediarios aqueles em que sao atualizadas as posi¢cdes. Em termos de
precisao teorica ele é também de terceira ordem, como o algoritmo de Verlet,
mas a precisdo numeérica é melhor. Além disso, a velocidade aparece

diretamente, o que facilita um acoplamento com um banho térmico externo. A
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desvantagem € que as posicdes e velocidades n&o sdo conhecidas ao mesmo
tempo, por eles estarem sempre fora de fase pela metade do intervalo de
tempo. A ultima anormalidade pode ser removida pelo algoritmo de velocidade
de Verlet, onde as equacgdes utilizadas para propagar os atomos sdo dadas na
equacgao 11 (Jensen, 2007; Namba, Da Silva, & Da Silva, 2008)

ooy =7 + 1,0 + 2 a AL
- Equacao 11

1
vy = v+ (@ + agq )AL

O intervalo de tempo empregado € um parametro de controle importante
para a simulagcdo. O intervalo de tempo maximo que pode ser utilizado é
determinado pela velocidade do processo mais rapido no sistema, ou seja,
tipicamente uma ordem de magnitude menor do que o processo mais rapido.
Movimentos moleculares (rotagdes e vibragdes) ocorrem caracteristicamente
em frequéncias que variam entre 10'-10'* s (correspondente a
comprimentos de ondas de 3-3300 cm™'), e intervalos de tempo da ordem de
femtossegundos (10°'® s) ou menos s&o necessarios para modelar tais

movimentos com precisao suficiente.
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3.2.2 Algoritmos de constrigoes (LINCS)

A vantagem dos modelos com restrigdes é clara, porém esses modelos
utilizados para reproduzir a dindmica de sistemas sem restricbes possui
limitagdes. Van Gunsteren e Karplus (Berendsen et al., 1984) mostraram por
simulagdes no vacuo, da proteina bovina tripsina, inibidora pancreatica, (BPTI
do inglés, bovine pancreatic trypsin inhibitor) que o uso de comprimentos de
ligacao fixados ndo altera significativamente as propriedades dindmicas do
sistema, enquanto que fixando os angulos de ligagdo, ocorrem alteragdes
significativas (Sant’Anna, 2009).

Os sistemas moleculares das simulagdes computacionais por DM podem
se tornar instaveis quando as vibragcdes das ligacbes sao muito elevadas, por
causa da intensidade das forcas externas. Uma maneira de evitar tal
instabilidade seria manter as ligagbes e os angulos entre os atomos
constringidos, eliminando os modos vibracionais de maior frequéncia, o
algoritmo LINCS permite esta possibilidade.

O algoritmo LINCS constringe o movimento dos atomos, ao nivel das
ligacbes e angulos, aplicando multiplicadores de Lagrange as forgas de
constricdo, o que permite integrar as equagdes de Newton com At > 1fs. Esses
multiplicadores sao resolvidos aproximando o inverso do Jacobiano a cada
iteracdo. Desta forma, o algoritmo opera sempre que o sistema se torna
instavel.

Uma grande vantagem das simulagdes por Dinamica Molecular é a
possibilidade de utilizar o modelo de solvatagao explicita. A utilizagao deste tipo
de modelo permite uma descrigdo mais precisa de varias propriedades que sao
diretamente dependes da interagdo com solventes, no entanto aumenta o custo
computacional das simulacdes. Conforme a dependéncia do sistema em
interagir com o solvente, opta-se por um modelo mais ou menos preciso. Os
modelos de solventes aquosos explicitos mais utilizados sao o SPC, TIP3P,
TIP4P e TIP5P (Van Der Spoel et al., 2005). Descrigdes mais detalhadas sobre
o método de simulacdo por dinamica molecular podem ser encontradas
facilmente em varias biografias (Allen & Tildesley, 1989; Berendsen et al.,
1984; Morgon & Coutinho, 2007)
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3.2.3 Condigoes periddicas de Contorno

O sistema molecular simulado pode ser em solugdo ou em vacuo. Os
componentes simulados nesse trabalho foram inseridos em uma caixa de
simulagdo que consiste num cubo de dimensdes definidas pelo programador
durante a execugao da simulagdo por dindmica molecular. A caixa cubica
contem geralmente uma quantidade de atomos entre (103 e 10° 4tomos).

Em solugcdo aquosa a caixa de simulagao € completamente preenchida,
sendo que aproximadamente metade de seus componentes se situam em
regides periféricas da caixa de simulagdo. Os componentes localizados na
superficie do sistema podem estar sob efeitos de forcas externas, como por
exemplo a tensao superficial que produziria artificialidades no sistema. Nesse
caso as forgas atuantes na superficie da caixa seriam diferentes das forcas que
atuam no centro dela (lzrailev, Stepaniants, Balsera, Oono, & Schulten, 1997)

Afim de eliminar essas artificialidades é aplicado ao sistema o que é
conhecido como condi¢des periddicas de contorno.

Na Figura 14 é representado as condi¢des periddicas de contorno que
consiste em “clones” da caixa de simulagdo em todas as 3 dimensdes. Esses
réplicas sao caixas virtuais que impedem que o numero de moléculas na caixa
real seja alterado, ou seja, essa condigdo € necessario para que o sistema

respeite o principio de Lavoisier da conservacao da massa.
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Figura 14 Condic¢des periodicas de contorno em 3 dimensdes.
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Fonte: http://isaacs.sourceforge.net/phys/pbc.html acessado em 11/01/2018

Nesse processo as moléculas que eventualmente migrarem pra caixa
virtual na vizinhanca serao inseridas na caixa de simulagdo real pelo lado
oposto de onde ela emergiu. (Park et al., 2003)

O numero de moléculas a serem usadas na caixa de simulacdo depende
das propriedades de interesse na investigacdo do sistema. Para saber a
quantidade minima de particulas a se utilizar em um sistema, basta analisar o
comportamento de uma propriedade em simulagdes com quantidades
crescentes de moléculas. Quando nao houver mais variagao da propriedade ao
aumentar o numero de moléculas, ou seja, quando tornar-se
independentemente do tamanho do sistema, estara determinado o numero

minimo de moléculas.

3.2.4 Imagem Minima e Raio de Corte

O sistema simulado que possui as condi¢des periddicas de contorno
teria um numero infinito de moléculas, ja que sdo criadas infinitas caixas
virtuais. Afim de avaliar somente as interagcdes no interior da caixa real, ou seja,
deve-se considerar somente o numero de moléculas do sistema real, utiliza-se

o conceito da Imagem Minima e do Raio de Corte!
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Nesse conceito consegue-se analisar as influéncias apenas dos vizinhos
de uma particula de interesse através do truncamento desse componente.
Esse truncamento é realizado utilizando o raio de corte que consiste em criar
uma esfera que engloba os compostos a serem analisados, esta devera
possuir raio igual ou menor do que a metade da aresta da caixa cubica de
simulagéo, Figura 15 (De Amarante, Dos Santos, Nunes, & Ribeiro, 2003).
Essa medida é valida, pois assim evita-se que uma molécula interaja com sua
imagem virtual. Nesse caso a quantidade de interagdes contabilizadas nao
incluira as interagdes entre as moléculas virtuais, diminuindo o custo
computacional.

O uso do raio de corte também é vantajoso por encurtar o tempo
computacional para analisar as interagées nao ligadas, cujos calculos exigem

elevado tempo computacional. (Zhang, Zheng, Li, & Zhang, 2012).

Figura 15 Representagao do raio de corte esférico para um sistema periodico

em duas dimensoes.
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Fonte (E. de F. Franca, 2009) (Lemkul & Bevan, 2010)

As interagdes que ocorrem entre as moléculas que estao proximas umas
das outras sdo chamadas interacbes de curto alcance. As interacdes entre

todas as particulas restritas no raio de corte sdo denominadas de curto
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alcance. As demais particulas, na influéncia das intera¢cdes de longo alcance,
recebem um tratamento especial, por um campo de reagao (do inglés, Reaction
Field) ou da soma de Ewald para n&o ficarem restritas ao raio de corte. (Lemkul
& Bevan, 2010).

As interagdes que ocorrem entre moléculas que estdo distantes umas
das outras sdo chamadas de interagdes de longo alcance, mais precisamente
pode-se dizer que sao as interagdes eletrostaticas, - potencial de Coulomb,
pois o potencial delas decresce com a distancia que é menor do que r (d é a
dimensé&o do sistema).

Essas interagcbes ndo podem ser avaliadas pelo truncamento do raio de
corte, pois geralmente gera artificialidades no sistema. A soma de Ewald
(George, Prasad, Mahmood, & Shukla, 2010) e a aproximagao do campo de
reacdo (Tironi, Sperb, Smith, & van Gunsteren, 1995) sdo métodos
consolidados na contabilizagdo desses potenciais.

Na soma de Ewald, uma particula interage com todas as outras
particulas na caixa de simulacédo e com todas as suas imagens num arranjo
infinito de células periddicas, sendo que no limite, a geometria do arranjo das

células é considerada esférica, Figura 16.

Figura 16 Construcdo de um sistema de células periddicas no método de
Ewald

Fonte: (Leach, 2001).
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A contribuicdo da interagdo carga-carga para a energia potencial
atribuida a todos os pares de cargas na caixa de simulagdo central pode ser

escrita como,

= —E;‘ Lo EL Equacéo 12

=1
T |

onde rij € a distancia minima entre as cargas i e j, e €0 € a permissividade no
vacuo. Ja a contribuicdo da interacdo carga-carga entre as cargas na caixa
central e todas as imagens de todas as particulas das seis caixas vizinhas &

dado por:

:_26

Regixa

I 3 e Equagéo 13

=1
T=14ns Ep|Tij Heaiva

Existe portanto, uma contribuicdo para a energia total a partir das
interagcdes na caixa central somado as interagdes entre a caixa central e todas
as suas caixas imagens (Hinchliffe, 2008; Namba et al., 2008). O método de
Ewald é largamente usado em sistemas altamente polares ou carregados.

Existem variantes do método original de Ewald como o método PME (do
inglés, Particle Mesh Ewald)(Darden, York, & Pedersen, 1993) (Darden et al.,
1993) que utiliza procedimentos de interpolacdo por splines para tratar os
termos no espaco reciproco. Por ser muito eficiente em termos de preciséo e
velocidade de processamento, o método PME encontra-se implementado em
varios pacotes comerciais de simulagcdo e de dominio publico. (Morgon &
Coutinho, 2007)
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3.2.5 Ferramentas de Analise dos Dados: Funcao de Distribuicao Radial
de Pares (RDF)

A fungéo de distribuicdo radial de pares (RDF), representada por g (r)
pode fornecer caracteristicas e a intensidade de interagdes entre dois grupos
atbmicos. Considerando uma distadncia r do atomo i, a RDF descreve a
variagédo na distribuicdo dos atomos j a esta distancia em relagdo a densidade

total de atomos j (Figura 17’). A equagéao a seguir descreve esta fungao:

g(r) = itnran) Equagao 13’

At A T

A Figura 17 representa a definicdo bidimensional das variaveis desta
equacgao. Onde Nj (r,r+Ar) corresponde ao numero medio de atomos j entre re
r+Ar centrada no atomo J; r indica a separagcdo entre os atomos; 4mr?Ar
descreve o elemento de volume da camada esférica; p; se trata da densidade

de atomos j.

Figura 17 Representagdo das variaveis para o calculo de g (r) em duas
dimensbes. As particulas azuis (claro e escuro) sédo utilizados para realizar o

calculo da densidade.

Fonte: (Uberl et al., 2015)
48



A funcgao g (r) apresenta um pico bem definido quando a distancia r for minima
e o valor for maximo. Basta considerar constante o numero médio de atomos j
ao redor de / para uma minima variagao da distancia r entre os atomos i e j,
mostrando forte interagdo entre o par atémico. (Izrailev et al., 1997)

A funcdo g (r) consiste na média temporal dos valores extraidos em
todos os intervalos da simulagédo. Cada ocorréncia do par de atomos em fungéo
da distancia r é armazenada em um histograma, que é normalizado para o
numero de moléculas e o numero de passos para o calculo de g (r). O centro
de massa de alguns grupos pode ser tomado como referéncia para o g (r). A
Dindmica molecular ndo considera os elétrons do sistema (ndo resolve a

equacao de Schrddinger) e para isso € necessario usar a mecanica quantica.
3.3 Mecanica Quantica

A mecanica quantica descreve as moléculas em termos de interagcdes
entre o nucleo e os elétrons, e a geometria molecular em termos de arranjos de
minimos de energia dos nucleos. Todos os métodos mecanico-quanticos
fundamentalmente remontam da equacao de Schrodinger, na qual para o caso
especial do atomo de hidrogénio (particula unica em trés dimensdes) pode ser

resolvido de maneira exata, equagéao 14,

[_TIF': —ﬂ P(r) = EP(r) Equacao 14

onde, a quantidade entre colchetes representa a energia potencial e
cinética de um elétron a uma distancia r do nucleo de carga Z (1 para o
hidrogénio). E é a energia eletrénica em unidades atdmicas e W, uma fungao
das coordenadas dos elétrons r, € uma funcdo de onda descrevendo o
movimento do elétron.

A equacado 15 representa a equagdo de Schrddinger generalizada para
sistemas complexos

HY = E¥ Equacao 15
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O termo W, é uma funcao de onda para varios elétrons e H € chamado
operador Hamiltoniano, no qual as unidades atdbmicas sao dadas pela equagao
16:

-1 g " 1 .-. z )
= TE?LEE?“I‘J?‘!S -P—; _ Enuclsﬂ Ealetr‘ons Enuclso 4 + E E;a;iltrons - +

i

leo Z4 ZB
z E_ﬁ‘fg“’

Equacéao 16

onde Z é a carga nuclear, Ma € a razdo entre a massa do nucleo A e a
massa do elétron, Ras € a distancia entre o nucleo A e o nucleo B, rij € a
distancia entre os elétrons i e j e riA € a distancia entre o elétron i e o nucleo A.

A equacdo de Schrddinger para sistemas complexos nao pode ser
resolvida exatamente (ou, pelo menos, ainda nao foi resolvida), mesmo para
um sistema simples de dois elétrons, tais como o hélio ou a molécula de
hidrogénio.

A complexidade da equagdo de Schrdodinger para sistemas
polieletrénicos resultaram no desenvolvimento de varias aproximagdes para
fornecer métodos praticos. Uma maneira de simplificar a equagao para
sistemas moleculares € assumir que o0 nucleo se move muito lentamente
quando comparado com a velocidade na qual os elétrons se movem. Esta é
chamada aproximacao de Born-Oppenheimer e conduz a equagao “eletrénica”

de Schrddinger.

Fetysl = pelyst Equacao 17

H = Eaner?‘ons F‘ Ea;errons Enuc;ao zA _|_ E E:l;zzrrons :- Equa(;éo 18

L

O termo na equacao 16 descrevendo a energia cinética ndo aparece na
equacao 18 (o termo é igual a zero), e o termo de Coulomb referente ao

nucleo-nucleo na equagao 16 € uma constante. Este ultimo, precisa ser
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adicionado a energia eletronica, Ee, para se obter a energia total, E, do

sistema.

E = E¥! 4 Y Yniclee Z;—j Equacado 19

A equagao eletrobnica de Schrdodinger ainda € intratavel e outras
aproximacgdes sao necessarias. Neste sentido, admite-se que os elétrons se
movem independentemente uns dos outros. Na pratica, os elétrons individuais
estdo confinados a fungdes denominadas orbitais moleculares, cada uma das
quais é determinada assumindo que o elétron esta em movimento dentro de
um campo médio UHF (do inglés, Unrestricted Hartree—Fock) resultante da
presenga dos demais elétrons, ou seja, cada movimento do elétron pode ser
descrito por uma simples funcdo (orbital molecular) que ndo depende
explicitamente do movimento instantaneo dos outros elétrons.

Essa €& a proposta do método de Hartree-Fock, uma metodologia
aproximada para a determinagdo de fungdes de onda e energia no estado
fundamental de sistemas quanticos de muitos corpos. A fungdo de onda
eletrénica antissimétrica € dada por um determinante de Slater, que é a fungao
de onda antissimétrica mais simples que pode ser usada para descrever o
estado fundamental de sistemas de N elétrons. A fungcado de onda total é escrita

como

xel(xy)  xa(xy) . . o ()
Xe(x3)  xa(xz) . . - xwl(xs)

P = Wl_ﬁ_ : : " Equacao 20
xi(xy) xa(xy) - . - x(xy)

Aqui, xi sdo fungdes das coordenadas espaciais e spin de um unico
elétron, chamadas spin-orbitais moleculares. Admitindo que os ¥xi's séo
ortonormais, o fator 1/4N! & uma constante de normalizagédo para V.

Trés importantes propriedades para um sistema composto de N elétrons

sao reunidas nesta fungcdo, sendo todas provenientes das propriedades dos
51



determinantes. Trocando-se os elétrons da primeira e da segunda coluna,

obtém-se:
xa(xy)  xy(xy) . o xw(xg)
X2(xz)  xi(xz) - . - Xal(xg)
W= % . . . Equacéo 21
xo(xy) xalxy) - . o xwl(xy)

Este determinante € igual ao original, porém com sinal oposto, ou seja,

verifica-se que a fungao é antissimétrica para a troca de duas particulas:

P(1,2) = —(2,1) Equacéo 22

Escrevendo igualmente a primeira e a segunda coluna por exemplo, o
determinante sera igual a zero, portanto, ndo mais do que um elétron pode
ocupar um spin-orbital, impondo assim algebricamente o Principio da
Exclusao de Pauli.

Os elétrons sao indistinguiveis e desta forma, o determinante
garante que todos possam ocupar todos os orbitais com a mesma
probabilidade.

O conjunto de orbitais que levam a menor energia sao obtidos por
um processo referido como campo autoconsistente (método SCF, do inglés,
Self-Consistent-Field), que é capaz de obter solu¢des para as fungdes de onda
do sistema a partir de uma funcao tentativa. Essa funcao tentativa é obtida a
partir de uma estimativa inicial da funcdo de onda, a qual é aperfeicoada até
convergir. A ideia basica do método SCF é simples, por um “chute” inicial dos
orbitais de spin, pode-se calcular o campo médio experimentado por cada
elétron, e em seguida, resolve-se a equacao de Hartree-Fock para um novo
conjunto de spin-orbitais. Usando estes novos orbitais de spin, tem-se um novo
campo. Repete-se este procedimento até a autoconsisténcia ser alcangada. O
arquétipo do método SCF é o método de Hartree-Fock. A equacao de Hartree-
Fock (HF)é uma equacao de autovalor da forma:
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F@)x(x) = ex(x) Equacdo 23
em que f (i) pode ser escrito,

-
rs

f(i) ==77 —Efzif_—:-l- v (i) Equacdo 24

onde f (i) € o operador de Fock de um elétron efetivo, xi sdo as
coordenadas spin e espacial do elétron i, xi € o spin-orbital e UHF (i) € o
potencial médio experimentado pelo elétron i devido a presenga dos outros
elétrons. A natureza do potencial médio UHF depende da metodologia SCF.

O método de Hartree-Fock, em resumo, representa cada elétron por
uma funcdo de onda que possui dependéncia apenas nas coordenadas
daquele elétron. A probabilidade de se encontrar um elétron em um dado ponto
nas vizinhangas de um nucleo € determinada apenas pela posicdo em relagao
ao nucleo, mas ndo em relagcdo aos outros elétrons. Ha interacdo de um
determinado elétron apenas com o campo médio dos outros elétrons, mas nao
ha dependéncia mutua nas equacdes SCF, e ndo se considera as interacbes
instantaneas entre esses elétrons, ou seja, os movimentos nao estao
correlacionados. O método de Hartree-Fock é o ponto de partida para todos os
outros métodos quanticos ab initio (dos Santos, 2009; Hehre, 2003) .

Os métodos ab initio tentam derivar informacgdes pela resolugdo da
equacao de Schrodinger sem ajustar parametros pelos dados experimentais.
Na verdade, estes métodos também usam dados experimentais, porém de uma
forma mais sutil. Existem muitos métodos diferentes de aproximacgao para
resolver a equagdo de Schrodinger, e normalmente o escolhido para
determinado problema se da pela comparagao entre o seu desempenho e
dados experimentais conhecidos. Desta forma, os dados experimentais
orientam a selegdo do modelo computacional mais propriamente do que
participam diretamente do procedimento computacional.

Uma das aproximagdes inerentes a essencialmente todos os
métodos ab initio é a introdugdo de um conjunto de bases, que € um conjunto

de funcdes matematicas a partir do qual a funcdo de onda é construida,
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(Cramer, 2004) ou seja, é o conjunto de fungbes usados para descrever a
forma dos orbitais em um atomo. Orbitais moleculares e fun¢des de onda séo
criados por combinagdes lineares das fungdes de base e fungdes angulares. O

tipo de calculo executado e o conjunto de bases escolhido sdo os dois fatores

mais determinantes na preciséo dos resultados. (Young, 2001)
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3.4 Teoria Funcional da Densidade (DFT)

A teoria do funcional de densidade (DFT, do inglés, Density
Functional Theory) emergiu como uma alternativa aos tradicionais métodos ab
initio e semi-empiricos no estudo de propriedades do estado fundamental de
sistemas moleculares. A premissa subjacente a DFT €& que a energia da
molécula pode ser determinada a partir da densidade eletrénica que,
descreve a distribuicdo de carga em uma molécula, ao invés da fungao de
onda. Portanto, a densidade eletronica deve ser adotada como o “observavel”
mecanico-quantico, o que possibilita uma formulacdo conceitual mais
acessivel em termos de quimica descritiva, contrariamente ao carater abstrato
da funcdo de onda multieletrbnica total que aparece nos outros métodos da
quimica quantica. (Young, 2001),(Custodio & Morgon, 1995).

Para estudar e prever as propriedades dos sistemas atdmicos e
moleculares (incluindo a matéria sdlida), é preciso usar a Mecanica Quantica.
Para os sistemas moleculares, as mudangas de energia causadas pela
presenga de dipolos magnéticos dos elétrons e nucleos s&o pequenas em
comparagao com as energias de ligacdo quimica e geralmente podem ser
tratadas com sucesso pela teoria da perturbagao.

Além disso, como o foco da quimica esta nos elétrons de valéncia, os
elétrons préximos ao nucleo podem ser tratados por aproximacgdes e, portanto,
os efeitos relativistas, que afetam principalmente o nucleo, podem ser
negligenciados. Para a quimica, entdo, a caracterizagao basica da estrutura e
reatividade pode ser obtida a partir da equacao nao-relativista de Schrodinger
sem efeitos magnéticos.

Para a caracterizagdo da estrutura, utiliza-se a equagéo de Schrddinger
independente do tempo, porém avaliar a interagcdo de sistemas moleculares
com radiacdo eletromagnética, necessita da equacdo de Schrodinger
dependente do tempo.

A discussao a seguir € restrita a equagao Schrodinger independente do
tempo na aproximagao de Born-Oppenheimer em que a estrutura eletrénica é

calculada em posi¢cdes nucleares fixas, isso porque a massa do nucleo é
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imensamente maior do que a massa dos elétrons. Para um sistema molecular,

é;
HWY (x1,x2,...,xN; R1,...,RNn) = E W (x1,X2,...,xN; R1,...,Rnn) Equagao 25
Onde xi1, X2, ..., XN representam a rotagéo e as coordenadas cartesianas
dos elétrons N na molécula, e R1, ..., Rnn s@o as coordenadas nucleares dos

nucleos Nn na molécula. O operador hamiltoniano é administrado por,

H=Te+ Th+Ven+Veée + Viin Equacéao 26

onde as energias cinéticas e potenciais de N elétrons (e) e nucleos Nn (n) sé&o

dadas por,
= — R Ne 2 = _ E My E;_
Te = zmgz.u:l Vs Th 2 L.ty my
- _ ‘."'-E' ""'-.‘1 Z 8 z — ""'-E' ""'-E' g z -
Vén Eﬁzlﬁkzl—‘mnl;ﬂ_fﬂ Véee= X %, E":‘“—hsnlﬁrﬁ-l Equagéo 27

_ Ny N,  Ze”
Vin =22 X8 PoT- -y

Como ja informado no método de Hartree-Fock, as solugbes para esta
equacao devem ser obtidas com varias restricdes importantes.

Primeiro, a funcdo de onda ¥ deve ser normalizavel e, em segundo
lugar, deve ser antissimétrica em relacdo a troca de qualquer par de
coordenadas de rotacdo de elétrons xi, xj porque os elétrons sdo Férmions.
Este requisito é equivalente ao principio de exclusdo de Pauli geralmente
declarado: nenhum elétron da mesma rotagdo (mesmos numeros quanticos)
pode ocupar 0 mesmo ponto espacial ao mesmo tempo. Equivalentemente, ¥
(x1, x1, ...) = 0. Isso implica que dois elétrons da mesma rotacdo sao

automaticamente mantidos afastados um do outro pelo requisito de
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antissimetria e ndo se movem independentemente um do outro. Seu
movimento esta correlacionado, independentemente do fato de serem objetos
carregados eletricamente.

A mecanica quantica nos diz que todas as possiveis propriedades
mensuraveis do sistema molecular isolado estdo contidas nas fungdes de onda
Y (x1, X2, ..., xN; R1, ..., RNn) para todos os estados da molécula. Para que
toda essa informag&o seja contida, a fungdo de onda é muito complexa. A
funcdo de onda de N elétrons depende de 3N coordenadas (x,y,z de cada
elétron) e 3 coordenadas nucleares Nn. Para uma molécula como o benzeno,
com 12 nucleos e 42 elétrons, o determinante tem 42! = 1.4 x 10%! termos.

S&o muitas informagdes a serem contabilizadas e a computagéo trivial
nao conseguiria mensurar com boa precisdo. Em primeiro lugar, a maioria do
espaco de armazenamento pode ser evitada usando um conjunto de fungdes
de base, geralmente centrado em torno dos nucleos, para expandir a fungao de
onda desconhecida. Entdo, apenas um conjunto menor de coeficientes e
parametros sao necessarios. O problema restante, no entanto, é que a
representacdo matematica requer o uso de um conjunto infinito de fungcbes de
base e, na pratica, devemos usar apenas um conjunto finito. A escolha do
conjunto de bases torna-se um ponto de partida crucial.

Além disso, o comportamento fundamental dos elétrons € repelir-se
em um sistema multielétron. O movimento dos elétrons esta altamente
correlacionado. Os elétrons da mesma rotagdo sao automaticamente mantidos
afastados uns dos outros pelo requisito de antissimetria (correlagdo de troca
ou correlacdo de Fermi), mas os elétrons de rotagdo diferente devem ser
mantidos afastados um do outro pela forma espacial da fungdo de onda
(correlagao de Coulomb).

Nos métodos baseados em funcdo de onda, o tratamento mais
simples com precisao utilizadvel é o método Hartree-Fock. Neste método,
assume-se que a funcdo de onda pode ser escrita como a combinacao
antissimétrica de orbitais de um elétron (um determinante de Slater) e, assim,
substitui o Hamiltoniano exato da equagédo 26 por um conjunto de "elétrons"
que nao interagem, onde cada um se move no campo médio do resto deles

(uma Teoria Média de Campo). Os orbitais obedecem equacgdes de Fock
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integro-diferencial ndo-lineares e a solugdo deve ser obtida por métodos
iterativos até a consisténcia de si mesmo (um método SCF), como ja
fundamentado nas equacodes 20 a 24.

O método Hartree-Fock satisfaz perfeitamente os requisitos de troca,
mas nao trata dos efeitos de correlagcdo eletrbnica. Para obter precisao
quimica, os meétodos poés-Hartree-Fock devem ser usados adicionalmente,
como a teoria da perturbagdo de Moller-Plesset (MP), a Interagdo de
Configuragdo (IC) ou os Métodos de Conjunto de Cluster. Estes sao
computacionalmente caros, limitando o tamanho do sistema ao qual podem ser
aplicados, e de aplicagdo muito limitada aos metais de transicio.

Ao invés da funcdo de onda, seria possivel utilizar outro conceito
mais pratico, Pode-se obter as propriedades do estado fundamental do sistema
molecular sem construir explicitamente a funcido de onda muito complexa. Em
1964, Hohenberg & Kohn demonstraram que, surpreendentemente,a
importancia é que a densidade eletrdbnica possui, para qualquer sistema
molecular; ela é fungdo de apenas trés coordenadas espaciais (para um
determinado conjunto de posi¢des nucleares)! A desnidade eletrénica pode ser

definida como:

p(r1) =N [ |¥(Xy, X Xpys {By e Ry, )|?doyd%,..d%,,  Equagdo 28

Esta € a integral sobre todas as coordenadas cartesianas e de
rotacdo de elétrons, exceto os cartesianos do elétron 1, da distribuicdo de
probabilidade definida pela fungdo de onda, multiplicada pelo numero de
elétrons no sistema. A integral da densidade sobre todo o espacgo é igual a N.
(Profa, Helena, & Petrilli, 2015)

As propriedades do estado fundamental sdo completamente
determinadas pela densidade eletrénica, assim como mostrada nos teoremas
de Hohenberg e Kohn:

Teorema 1. O potencial externo (Ven) & determinado, até uma
constante aditiva pela densidade eletrénica. Uma vez que p (r1) determina o
numero de elétrons N, a densidade também determina a funcdo de onda do
estado fundamental e todas as outras propriedades eletrbnicas do sistema.
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Prova por contradicdo: Suponha que existem dois potenciais
externos diferentes V = Ven + Vnn e V '= Ven' + Vnn' que ambos dao a mesma
densidade eletrénica p (r1). Entdo temos dois Hamiltonianos, H e H' com a
mesma densidade de estado fundamental e diferentes ¥ e ¥'. Agora, usamos o
principio variacional, tomando ¥' como uma funcdo de teste para o H

Hamiltoniano, para obter:

Eo <V|H'|W>= <Y|H|¥Y>+ <¥Y|H'- B) ¥>=Eo+<¥|(V -V)¥>

Equacéo 29

Além disso, podemos levar o ¥ como uma fungdo de teste para o A

Hamiltoniano, para obter:

Eo <¥|H'|W>= <Y|H|¥>+ <¥Y|(H'- B)| ¥>=Eo+ < V¥| (V' - V)|¥> Equacdo 30

Agora reconhece-se que o valor de expectativa da diferenga nos potenciais
externos diferem apenas no sinal porque assumimos que a densidade

eletrénica é a mesma.
Quando adicionamos as duas equacgdes, obtemos a desigualdade:
Eo+ Eo’ <Eo + Eo Equacéao 31

Assim, existe um mapa exclusivo entre o potencial externo V e a
densidade do estado fundamental. Isso implica que todas as energias,
incluindo a energia total, sdo funcionais da densidade. Denota-se E = E [p]. A
densidade determina o hamiltoniano e, assim, a fungéo de onda.

Uma definicdo intuitiva comparando a situagdo com a nocado mais
familiar de fungdo. Uma fungdo f: R > R é um mapa (ou atribuigdo) entre um
numero do conjunto R (0os numeros reais) para outro numero do conjunto R.
Normalmente, denota-se essa atribuigdo pory = f (x), e para cada valor de x

corresponde apenas um valor de y. Por outro lado, um funcional € um mapa
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entre um conjunto de fungdes e um numero; F: {f (x)} 2 R, e denotamos isto

por: F[f (x)] =y. Um exemplo simples & o operador de integracdo definitiva

Flgl = Jj& ()

A especificagado da fungao integravel g (x) produz um numero definido

em termos das constantes a e b.

Para discutir o teorema 2 (Principio Variacional) suponha que haja uma
densidade de ensaio p'. Entédo, essa densidade define sua prépria fungdo de
onda Y¥', e o valor de expectativa do verdadeiro hamiltoniano satisfaz o

principio variacional:

<W|HY>=T[p] + Vee[p] + [ p(r)V(r)dr=E[p'] Eo[po] =< Vol HWo>.

Equacao 32

Assim, a densidade correta € aquela que produz energia minima.
Thomas, Fermi e Dirac utilizando o gas de elétron mostraram um sistema no
qual seria possivel escrever explicitamente a energia funcional. Segue o
modelo desenvolvido por eles.

O gas de elétron uniforme consiste em elétrons N = Z em um volume
que é uniformemente positivo de modo a manter todo o sistema eletricamente
neutro. Para este sistema, Thomas e Fermi (1927) calcularam a energia

cinética, e Dirac (1930) calculou a energia de correlagao de troca:

Errolp] = Cx [ p* (ai — 2[5 Ha7 + 1 ] —"*Ff:*ﬂ dfydn + Cy [ p¥* Faf

Equacao 33

Os valores das constantes C sao de ordem unitaria. Este modelo
reproduz a Regra de Madelung para o enchimento de energia orbital de
elétrons em atomos, mas nao € precisa, e quando aplicado a moléculas, nao
produz bons resultados. No entanto, para o gas eletrbnico, a correlagdo de
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Coulomb também pode ser calculada, embora numericamente (Ceperley, 1980)
e esta esta incluida em muitos funcionais modernos.

Um dos principais problemas da teoria de Thomas-Fermi-Dirac € que
a energia cinética funcional nao é representativa da densidade eletronica néao
muito homogénea em atomos e moléculas. O método KS (Kohn e Sham)
baseia-se na introducdo de um sistema de referéncia ficticio de elétrons que
nao interagem,(Seidl, Gorling, Vogl, Majewski, & Levy, 1996) construido para
ter a mesma densidade eletrbnica que o sistema de interesse. Esses elétrons
devem se mover em um potencial complexo que leva em consideracdo as
formas reais de correlagdo de elétrons e a diferenca entre a energia cinética
funcional do sistema de referéncia e o sistema real.

O sistema de referéncia de particulas ficcionais nao interagentes tem
uma solugao rigorosa em termos de fungdes de ondas de elétrons unicos ou
orbitais moleculares. Estes sdo chamados de orbitais Kohn-Sham. Assim,
pode-se expressar a energia cinética exatamente para o sistema de referéncia

como a soma do valor de expectativa do Laplaciano para cada "elétron".

Tslps] = — 0oy 2; V7 s > Equacio 34
desde que a densidade do sistema real

p=ps=2> |x,(F.0o)

Jj=l o

Entao a energia funcional do Sistema real é:
E[p] = Ts[p] + J[p] + Vnn + Exc[p] Equacao 35

Onde todas os termos desconhecidos sao coletadas. Na energia da

Correlagao de troca,

Exc[p] = T[p] - Ts[p] + Eee[p] — J[p]. Equacao 36
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A expressao acima para a energia de correlagdo de troca inclui o
erro na energia cinética, os efeitos de correlagdo e também a corregao para a
auto-interagao do elétron que foi incluida no original J. Coulomb.

Agora, deve-se aplicar o principio variacional e as variaveis a serem
ajustadas sao os proprios orbitais da KS. Na pratica, isso é feito exatamente
como no método HF, uma expansdo de conjunto base € usada para
representar os orbitais KS. Assim, motores de computagdo similares sao
necessarios tanto para a DFT quanto para a teoria HF e n&o é, entdo, uma
surpresa que os pacotes computacionais os tenham, muitas vezes, disponiveis
como opgdes. Nos escrevemos toda a energia funcional em termos dos orbitais
do KS

J"II- J"I.- J"I.-

E[p] = —%Z{X}-Wﬂx}-} +%ZZ ﬂ <;r}-;n| élxjﬁn) + Exc[p] -

i=1 i=1i=1

i r 1 1 1 E,Z ~
22212?=13E<I}-|;|X}-)+ AP ;‘a_ﬁh Equagdo 37

Onde o termo Exc remete ao termo troca (do inglés, Exchange). A
definicdo da derivada funcional dessa expressdo em zero produz as equacgoes
que os orbitais KS devem satisfazer para fornecer a mesma densidade para

ambos os sistemas:

{— v} - 2521% + Vgg(x}-]}xj = £%; Equagéo 38

Observe que a equacgao 38 é idéntica (em forma matematica) as
equacodes de HF satisfeitas pelos orbitais de Hartree-Fock. Assim, os mesmos
meétodos sdo usados para resolvé-los. Uma vez que a densidade desconhecida
€ necessaria para escrever o potencial KS, as equagdes também sao equacdes
de pseudo-autovalor e devem ser resolvidas por um método SCF. A diferenca
fundamental esta na forma do potencial Vks versus o potencial Vur. Cada um
deles tem um termo comum de repulsao de Coulomb e um termo de troca. No
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caso da HF, os termos de troca sao conhecidos e exatos para o modelo,
enquanto falta o termo de correlacido Coulomb.

No caso DFT, o termo Vxc (potencial de exchange-correlag&o) inclui
formas funcionais desconhecidas para a correlagdo Coulomb, correlagdo de
troca e a corregdo para a energia cinética.

Pode néo parecer vantajoso porque ja era de se esperar que seria
necessario incluir todos esses efeitos de correlacdo e adicionar um termo
desconhecido nas equagdes, mas € um grande evolugédo. A razao pela qual
representa um avango fundamental é que n&o € preciso adivinhar
completamente o que colocar para o Vx porque ha a equagéao 33 do gas de
elétron que € exatamente soluvel.

A aproximagao mais simples que se pode fazer € imaginar que, em
cada ponto do espago, podemos usar o valor da densidade que o gas de
elétrons uniforme teria nesse ponto e permitir que ele varie de ponto a ponto.
Isso é chamado de Aproximacéo de Densidade Local — LDA (do inglés, Local

Density Approach). Mais detalhadamente, escreve-se:

E}.%D:Il [p] = Jﬂ.ﬂ{ﬂE};:{f:"{ﬂ] dr r Exl(p(r)) = &x(p(r)) + & (p ()

Equacao 39

oy 173
Onde &, (p(r)) = —%(EPT;}}} € a energia de troca Dirac / Slater do gas.

A peca de correlacdo de Coulomb (Vide Anexo) é obtida a partir de
interpolacdes dos dados de Monte Carlo de Ceperly e Alder (1980). A
aproximacao tipica de LDA é a implementacdo de SWVN que implica a troca
de Slater Exchange e correlagdo de Coulomb obtida por Vosko, Wilk & Nussair
(1980). (Brooks & Johansson, 1983; Langreth & Vosko, 1987; Shapiro & Wilk,
1965). Perdew & Wang (1992) realizaram uma implementagéo mais precisa.

A LDA por si s6 ndo contém precisdao suficiente para aplicacbes
quimicas. E necessario incluir termos que explicitamente levem em
consideragdo a variagdo espacial da densidade. Esta é a formulacdo de
funcionais dentro da Aproximacao do Gradiente Generalizado (GGA), o que
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tornou possivel a boa teoria funcional da densidade de precisdo. (Car &
Parrinello, 1985; Liechtenstein, Katsnelson, Antropov, & Gubanov, 1987) Como
acima, as aproximagoes sao feitas separadamente para as partes de troca e
Coulomb. As expressdes de Coulomb sdo bastante complexas e iremos ignora-

las. As escolhas populares sio:

LYP : Lee, Parr &Yang (1988) PW91: Perdew & Wang (1991)
P86: Perdew (1986)

Duas opgbes comumente usadas para o Exchange funcional séo:
(Brooks & Johansson, 1983)

Escr
14+ 68s,8nh ™ (=)

Becke (1988): Ff =

Equacéao 40

Perdew (1986): F% = (1 +1.296x% + 14x* + 0.2x%)Y/*5  Equacgao 41

g
,:243?:}*_.-'5

O parametro b na forma Becke é adequado para densidades precisas de
um grande numero de atomos, enquanto que o Perdew nao possui parametros
empiricos. As combinagdes tipicas em uso comum dao origem aos funcionais:
(Becke, 1993)

Becke & Perdew/Wang: BPW91 Becke & Lee/Yang/Parr/: BLYP
Esses funcionais sao todos LOCAIS no sentido matematico, mas vao

além da Aproximacéao da densidade local.

Deve ficar claro que o método HF tem um erro sistematico. A falta de
correlagdo de Coulomb implica que as energias sao maiores do que deveriam
ser, portanto, os comprimentos de ligacdo tendem a ser menores e as energias
de ligagdo maiores do que as experiéncias. Na DFT, por outro lado, os erros
sistematicos ocorrem precisamente na direcdo oposta. Assim, uma combinacao
da HF e o funcional de troca devem melhorar consideravelmente os resultados
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dos calculos. O popular B3LYP funcional é o principal exemplo desse tipo. O
desempenho é excelente, com um erro quadratico médio cerca de 2 kcal.mol-"!
no conjunto de referéncia de molécula G2 grande. Este funcional tem a

seguinte forma:

EBLYF = (1 — @)ELP 4+ aBEA™0 + bEFE® 4+ cELF + (1 — c)EFP Equagéo 42

Os parametros a, b e ¢ controlam as quantidades relativas de HF,
correlacdo de troca e correlagdo de Coulomb e em varias fontes de pesquisa
sdo determinados empiricamente  (ajustando-se aos dados). (Koch &
Holthausen, 2001)
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3.5 Teoria da Perturbacao

Um outro método de aproximagdo em Quimica Quéntica, a teoria da
Perturbacao ou Teoria da Perturbacdo de Rayleigh-Schrodinger. Considera-se

um sistema no qual a equagéo de Schrodinger é

H|¥ ==E,|H, > Equacao43

E para um estado estacionario

HO| @@ = - g0|l®  Equagio 44

Onde H'? ¢ Hamiltoniano de um sistema n3o perturbado, ou seja, um sistema

na auséncia de radiagdo eletromagnética ou correlagdo interna. Quando ha
presenca de uma perturbagdo o Hamiltoniano que descreve a perturbagao é

representado por H. O Hamiltoniano perturbado H e um né&o perturbado é

H=H-H®
Equacao 45

Ou seja,

H=H"Y+H Equacdo 46

Onde H' = H'. Quando diz-se que H® > H', significa que (H'?) > (H')
isto € comparar os valores esperados dos dois operadores H'® e g

O objetivo é relacionar as autofuncbes e autovalores do sistema
perturbado as autofungdes e autovalores conhecidos do sistema né&o
perturbado. Para isto, imagina-se que a perturbagdo é aplicada de maneira a

variar continuamente o sistema do estado ndo perturbado ao estado
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perturbado. Matematicamente, isto corresponde a introdugcdo de um parémetro

A no Hamiltoniano, modo que

H=HY+ g Equacdo 47

com A variando entre 0 e 1. Quando A =0, o sistema é nao perturbado e

quando A =1 o sistema é perturbado. Assim temos:

(H® + JH)¥, = E ¥ Equag&o 48

desde que o Hamiltoniano depende do parametro A, tanto a autofuncdo ¥,

como o autovalor Ei, devem depender também de A e podemos expandi-lo em

séries de Taylor de potencias de A.

= @4 Dy @@y 00 g6 Equagéo 49

E =EQ4 AW 2253 4 4 gkg Equac&o 50

L

Onde k é a ordem da fungdo e energia. Substituindo a equacdo 49 e 50 na
equacéio 48, tem — se:
{H':D:'_l_ ;Hl'}qlpg':[ﬁ_i_ ] 11,1;.-;':1:'_'_ FE 41,1;,;':2:'4_ vt K ﬁ;’él:k}} —
(Ei':ﬂ':'_l_ /':Ez-lzi} + /"FEE_':E:' 4+ .t ;ekEil:k})( J:Lp;'ﬂ':'_l_ F) il:l}+ /:2 E;,;'E:'_F — ;,k ﬁ;';l:k}}

Equacéao 51

740 5{,;-15} ¥ jv(Hpré':D}_F g 5[4;'11})4_;"2[}}{5} 55‘;':2}4- H' Eii}) — Ein:u} 5{,;':&} +

[f, E:'I:ﬂ EQD}_'_ E:_.:c-} 5D;_uiif.l )_|_ 72 (Ei.::} 5[,;{[!'}+ E{_(i} 5;;:_(1} + Ei_.;g.} 5{,{_.;93. +o

Equacao 52
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Igualando os termos de mesma poténcia

[ ] (03, (o ~
g - gl Equagéo 53

(13

';'{Hrtpil:m +HI:D:I Epl:l:ﬂ} = A (EL t;.r[':ﬂ:'_'_ E[I:U:' tpil:ﬂ:]

Dividindo os 2 lados da igualdade por A, tem-se que:

[Hr EP-I:D} + H':D:' Epil:ﬂ) — {E[':ﬂ E;,E':U:' + E[':IJ:' Epil:ﬂj =0 Equa(;.éo 54

7 . (= PR = (22 {03 {13 [ {03 [z
J_-;_&{Hl_n:l g{;:'_l_H g{ﬂ} = it (El 2 t;;l |:|~'+ E[ 1~'¥E.L~'+E[ Uﬁtﬁpf.‘:l:]

Dividindo tudo por *tem-se que:

[H,:D} !‘P;I:} + H' 5[1:11}) — (E[':E}Eyil:ﬂ} + E[I:ﬂ 5;.:'1:' + E[':U]' 5[1:'2:':] =0 Equa(}éo 55

Ao unir as Equacao 53, 54 e 55, tem-se que:

(H{L\j E;E':D:' _ (E['-U:' E;,E':U:':] Iy {{Hr— E[':l:'} tpf':l.‘j +H[[_\j _ E[I:m:]t}fl:ﬂ) + ;:{:] $o= 0

Equacao 56

Como ¥ e E, séo fungbes continuas de A, para que a Equagéo 56 seja

verdadeira para qualquer valor de XA, os coeficientes de cada poténcia de
Adevem ser iguais a zero. As equagodes 53 e 54 sdo equagdes de ordem zero e
ordem 1, respectivamente. E como as solugdes de ordem zero sdo conhecidas
elas podem ser utilizadas para se obter as equacdes de ordem 1. Para obter a

energia Equacgao 54 deve ser reescrita na seguinte forma:

H’t}{-':”:' + (H o _ E[iu)) t}f[ﬂ _ E[iifl E;_Eim
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Multiplicando e integrando os 2 lados da igualdade por 55;':“'3'*, tem-se que:

tPEiIJ:'e:H- t}E':D:' n tFELII'%: (H m _ E[il]'_'l:l tp:':ﬂ — EE’EI:U)*E[':ijﬁ;'E':Uj

L
<@ |go_ El-':m| W s b o gy |e® . = g0

O primeiro termo é zero porque H € um operador Hermitiano. Entao, a

corregao de ordem um para a energia do nivel i é:
EW [ @l glyl0 g - g Equagao 57

Ou

E.‘E.':ﬂf EF{':”:'*HI tH'iu} di=H',
Ei(j_} — {t‘;{'iu}|H-i1}| EE{':D}= '

i

E@ = (g@aW] g®) + (£ |?] & Equaggo 58

Para se obter a correcdo de ordem 1 para a fungdo de onda, deve-se

expandir Bf’;"ﬂem um conjunto ortonormal completo de fungcbes de ordem zero

(%)

44 4

Equacao 59
Substituindo a Equacao 59 na Equacéao 57, tem-se que:

) o . 0m 13 ! (o
T (HO %Y - B ¢ = (B - H)y

4

Ou
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E_. G(EID} _ E:_':D:'} gj'ﬂ} — I:E: 1y _ HI:]EI{I:D}

44 7

Equacao 60
Multiplicando a Equacéao 60 por k':[ﬁ* e integrando, tem-se:

EJ- aj-[(E:,-':D} _ EEI:D}}{E;E-':U}l E;}'iu}}z E, (1) {EFE.':”}I | t‘;?'iu}} _ {E;E-':U}l H ! g{(u}}

Equacao 61

Efetuando a somatdria, somente os termos com k = j permanecem,

devido a ortonormalidade:

o (B —E) = £ (9]¢ — (5,5 Equaggo 62

Curiosamente tem-se k = i, obtém-se a Equagao 57

o (B - E@) = E® — (5O #5®)
Tomando : 0 = a,, (E,'” — E;?)

Tem —se

Esek#i tem—se; £ (%9 1%) =0, entso:

i (B - @) = ~(5 115
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(o 15
{Ei.'- I:D}_ERI:D}:]

ay; = Equacéo 63

a Equagdo 63 determina todos os coeficientes aki , exceto aii , o

coeficiente de 55;':”}. Aplicando a condi¢ao de ortonormalizagao, determina - se

aii = 0 . Os resultados finais para Ei e Wi corretos até a primeira ordem sao os
seguintes:

EW= g0y 24 Equacao 64

L

[ ! ]
(HTHIP Y o

w o gl gy Uk PSR Equacéo 65
i i + A Eu:. {E[:'D'I—E;f:'u’lzl q Q

Neste trabalho, em particular, a obtengdo das cargas RESP do ions
fosfato foi obtida por 3 diferentes métodos quanticos que foram o HF, DFT e o
MP2 (perturbacao de segunda ordem). Os resultados obtidos estdo no topico
5.4 dos resultados e discussdes. A obtencdo da carga Resp dos atomos da

quitosana foi realizada com a metodologia DFT com hibrido B3LYP.
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4 METODOLOGIA COMPUTACIONAL

4.1 Otimizagao do fon Fosfato

A otimizagdo da geometria foi realizada utilizando programa ORCA
3.0.3. A funcédo de base utilizada foi a 6-31G* e o critério de convergéncia foi de

10-° Hartree utilizando a metodologia Hartree-Fock.

4.2 Determinagao da Carga RESP

As cargas RESP (Cornell, Cieplak, Bayly, & Kollman, 1993) (do
inglés, Restrained Eletrostatic Potential) foram calculadas por trés diferentes
metodologias quanticas, que foram: HF  (Hartree-Fock) (Slater, 1951),
DFT(Custodio & Morgon, 1995) e MP2(Head-Gordon, Pople, & Frisch, 1988)
(Teoria da perturbacdo de Moller-Plesset de segunda ordem. Os dois ultimos
métodos envolvem a correlagdo eletrbnica. Os pacotes computacionais
utilizados foram o ORCA 3.0.3 e NWCHEM 5.1 (Valiev et al., 2010).

Nas metodologias HF, DFT e MP2 foram utilizadas a funcédo de
base 6-31G* e na metodologia por DFT (Custodio & Morgon, 1995) foi usado o
funcional B3LYP (Yanai, Tew, & Handy, 2004).

Tabela 2 Descri¢gado das ligagdes do fosfato no campo de forga

Ligagoes bo Kb (10° kJ mol* nm)
(nm)

P1-01 439320,000
0,148
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Tabela 3 Descri¢do dos angulos do fosfato no campo de forga

Angulo ©o (graus) Ko (kJ mol)
O-P1-0 108,230 376,560

4.3 Parametrizagao dos trimeros de Quitina e Quitosana

O modelo de entrada foi modelado por 3 diferentes tipos de residuos e
os codigos deles utilizados no campo de forga sdo: CHTC que é um anel
glicopiranosidico de extremidade que possui hidroxila (O4HO4), CHIT que é
um anel glicopiranosidico central e CHTO que € um anel glicopiranosidico de

extremidade que possui hidroxila O1HO1, assim como na Figura 18.

Figura 18 Residuos da Quitina, CHTC (verde), CHIT (azul) e CHTO

(vermelho).

01
HO1

HO4

Os residuos terminais da quitina e da quitosana se diferenciam pela
numeracao da hidroxila que pode ser O1THO1 ou O4HO4. Os residuos centrais
da quitosana se diferenciam pelo grupo amino que pode estar protonado ou

desprotonado.

A Quitosana é formada por 6 tipos diferentes de residuos. Os residuos NGUO,
NGLU e NGUC correspondem a forma desprotonada da Quitosana. O residuo
NGUO corresponde a um anel glicopiranosidico de extremidade com grupo
amino (NH2; 0 N esta na cor azul) contendo uma hidroxila O1HO1, NGLU € um

residuo glicopiranosidico central com grupo amino e NGUC €& um ciclo com
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grupo amino e possui O4HO4. A Figura 19 representa a os residuos
desprotonados da Quitosana.

Figura 19 Residuos da Quitosana desprotonada, NGUO, NGLU e NGUC

(conferir os residuos de acordo com a figura).

HO4
HO1

Os residuos NGPC, NGLP e NGPO sao codigos de residuos protonados
de Quitosana. O cdédigo NGPC indica um anel glicopiranosidico amino
protonado que possui O4HO4, o anel NGPO possui grupo amino protonado e
O1HO1 e o residuo NGLP representa um anel glicopiranosidico central com

grupo amino protonado, assim como representado na Figura 20.

Figura 20 Residuos da Quitosana protonada, NGPC, NGLP e NGPO (conferir
os residuos de acordo com a figura).
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Todos esses residuos supracitados foram descritos no campo de forga
do OPLS-AA (do inglés, Optimized Potentials for Liquid Simulations-all-atom)
(Jorgensen & Tirado-Rives, 1988) para que a simulagdo por dindmica
molecular fosse possivel. A Quitina e a Quitosana foram reparametrizadas para
serem utilizadas no campo de forga OPLS-AA. Uma das justificativas para isso
€ a vantagem de se obter a Quitosana no campo de forga OPLS-AA e
aumentar o espectro de possibilidades para a realizacdo de simulagéo por
dindmica molecular da Quitosana com outras moléculas previamente
parametrizadas no OPLS-AA que é um campo de forca com descricao
atomistica. O GROMOS53a6 (Fal’kovich et al., 2014) utiliza o modelo de
atomos unidos na qual os atomos de Hidrogénio das partes hidrocarbdnicas

sao descritos como grupos de atomos ao invés dos atomos isoladamente.

4.5 Otimizacao de Geometria da Quitina

A otimizacdo da geometria foi realizada utilizando programa ORCA
3.0.3. A funcédo de base utilizada foi a 6-31G* e o critério de convergéncia foi de

10-° Hartree utilizando a metodologia Hartree Fock.

4.6 Determinagao das Cargas RESP da Quitina e da Quitosana

A metodologia quantica utilizada nos calculos das cargas RESP foi DFT
com funcao de base 6-31G* e funcional B3LYP, pois essa metodologia esta
calibrada para o campo de forga OPLS-AA. Os grupos idénticos no composto
foram tratados considerando o mesmo valor de carga para que nao ocorresse
efeitos geométricos que pudessem afetar o campo de forga final.

O procedimento computacional para o ajuste das cargas RESP da

quitina e da quitosana foram os mesmos.
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4.7 Simulagao, por Dinamica Molecular, do ion Fosfato no vacuo

A Figura 21 representa a estrutura inicial do Fosfato que foi desenhada
no programa. GABEDIT 2.4.8 (ALLOUCHE, 2011)

Figura 21 Estrutura tridimensional do ion Fosfato molecular

A simulagdo por Dindmica molecular (DM) foi realizada através do
pacote computacional GROMACS 5.0,1 (Abraham et al., 2015), em conjunto
com o campo de forca OPLS-AA (Jorgensen & Tirado-Rives, 1988). A
simulacao foi realizada no vacuo, no ensemble NVT (numero de particulas,
volume e temperatura constantes).

Em seguida foi realizada a minimizacao de energia do sistema usando o
algoritmo Steepest Descent por 100000 passos, sendo que as interagdes
eletrostaticas foram tratadas através do método PME (Particle Mesh Ewald),
por um ensemble NVT (numero de particulas, volume e temperatura
constantes)

A dindmica molecular do sistema foi realizada num tempo de integracéo
de 1fs totalizando 20ns correspondendo a 20.108 passos em um ensemble NVT
(Numero de particulas, Volume e temperatura constantes), utilizando o
algoritimo Verlet, o termostato V-rescale, modelo de detalhamento da caixa foi
grid, integrador md e foi usado as condigdes peridédicas de contorno em todas
as dimensodes X,y e z. As interacdes eletrostaticas foram tratadas através do
método PME (Particle Mesh Ewald).

A dindmica molecular dos ions Fosfato no vacuo foi realizada para
confirmar a estabilidade do composto no campo de forca do OPLS-AA. Os
valores de angulos e ligagcbes foram calculados apds a dindmica molecular.
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4.8 Simulagao, por Dinamica Molecular, da Quitina no vacuo

A estrutura inicial da Quitina foi desenhada no programa GABEDIT.

A simulacdo por Dinamica molecular (DM) foi realizada através do pacote
computacional GROMACS 5.0,1 (Abraham et al., 2015), em conjunto com o
campo de forca OPLS-AA que foi utilizado para a validagao da estrutura do
biopolimero. A simulagao foi realizada no vacuo, no ensemble NVT.

As nanoparticulas finitas dos sistemas simulados sdo compostas por 10
monémeros de Quitina. O polimero de Quitina possui 173 atomos no
GROMOSS53a654a7 e 272 atomos no OPLS-AA.

O tempo de simulacdo dos biopolimeros no vacuo foi de 20ns para a
quitosana e 50ns para a quitina. Isso ocorreu porque a quitosana se estabilizou
mais rapido do que a quitina. O tempo de integragdo de ambos os sistemas foi
de 1 fentossegundo.

Os filamentos simulados tiveram um perfil bem especificos, vide Figura
23, durante toda a dindmica molecular. nos diferentes campos de forca.

A minimizagdo (steepest descent,,100000 passos NVT,) e a termalizacdo da
quitina foram feitas assim como a minimizagao do ion fosfato.

A dindmica molecular do sistema foi realizada num tempo de integracao
de 1fs (femtossegundo) totalizando um tempo total de 50ns correspondendo a
50,108 passos em um ensemble NVT (Numero de particulas, Volume e
temperatura constantes), utilizando o algoritimo Verlet e, o termostato V-
rescale, modelo de detalhamento da caixa foi grid, integrador md e foi usado as
condi¢des periodicas de contorno em todas as dimensdes x,y e z.As interagdes
eletrostaticas foram tratadas através do método PME (Particle Mesh Ewald)

A dinamica molecular da Quitina no vacuo foi realizada para validar
a estrutura do composto no campo de forca do OPLS-AA, ja que no campo de
forca GROMOS53a6 essa estrutura ja havia sido parametrizada. Os valores de

angulos, ligagdes e diedros foram obtidos apds a dinamica molecular.
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4.9 Simulagao da Quitosana no vacuo

A simulagdo por Dindmica molecular (DM) foi realizada no vacuo
através do pacote computacional GROMACS 5.0,1,(Kutzner et al., 2015) em
conjunto com o campo de forca OPLS-AA e também no campo de forga
GROMOS53a6 que foi utilizado para a validagdo da estrutura do composto. As
nanoparticulas finitas dos sistemas simulados sao compostas por 10
mondmeros de Quitosana. O polimero de Quitosana possui 161 atomos no
GROMOS53a6 e 237 atomos no OPLS-AA, esta diferenga se da pelos atomos
de hidrogénios considerados no segundo campo de forga.

Com o intuito de avaliar os parametros necessarios para a validagao da
estrutura do biopolimero a simulagdo executada como campo de for¢ca foram
realizadas no vacuo durante um tempo de integracdo de tempo de 50 ns no
GROMOS53a6 e 20ns no OPLS-AA, num intervalo de 1 femtossegundo (fs).

A minimizacado (steepest descent, 100000 passos em um ensemble
NVT) e a termalizagdo da quitina foram feitas assim como a minimizagéo do ion
fosfato.

A dindmica molecular do sistema foi realizada num tempo de integracao
de 1fs (femtossegundo) totalizando um tempo total de 50ns correspondendo a
50.106 passos em um ensemble NVT (numero de particulas, volume e
temperatura constantes), utilizando o algoritimo Verlet, o termostato V-rescale,
modelo de detalhamento da caixa foi grid, integrador md e foi usado as
condig¢des periddicas de contorno em todas as dimensdes X,y e z.

A dindmica molecular da Quitosana no vacuo foi realizada para
validar a estrutura do composto no campo de forga do OPLS-AA, uma vez que
no campo de forga GROMOS53a6 essa estrutura ja havia sido parametrizada e
validada. Os valores de angulos, ligagdes e diedros foram obtidos apds a
dindmica molecular. Ao término da simulagédo um arquivo “.pdb” foi gerado afim

de comparacdo com o arquivo “.pdb” inicial.
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4.10 Simulagao da quitosana com ions fosfato em solugao aquosa

Em posse da estrutura da quitosana ja validada no campo de forga
OPLS-AA, foi possivel realizar a simulagdo desse composto com ions fosfato
afim de analisar a interagdo entre essas 2 substancias para prever o efeito
quelante da quitosana sobre esse ion inorganico.

A estrutura inicial do sistema Quitosana com ion fosfato foi desenhada
no programa GABEDIT. Em seguida os passos iniciais da dindmica foram
executados. A simulacdo por Dindmica molecular (DM) foi realizada através do
pacote computacional GROMACS 5.0,1, em conjunto com o campo de forga
OPLS-AA.

A nanoparticula utilizada no sistema simulado foi a mesma descrita no
item 4.9. Juntamente com a Quitosana foram inseridos 20 ions fosfatos ao
redor do biopolimero para a analise da possivel formacao de interagbes entre
esses compostos.

Com o intuito de avaliar os a existéncia das interacdes entre os ions e a
quitosana, a simulacdo foi executada num intervalo de 20ns em solucéo
aquosa durante um tempo de integracao de 1 fentossegundo (fts).

ApOs 0s passos iniciais ja supracitados na dinamica da quitosana no
vacuo foi realizada a solvatagédo pelo acréscimo de agua e a insergao de ions
cloreto e sddio para neutralizar o sistema. A carga da quitosana é +4 devido ao
seus 4 grupos amino protonados, contabilizando com os 20 ions fosfato de
carga -3 o que faz com que o sistema possua carga liquida igual a - 56. Nesse
sentido foram adicionados ions cloreto e ions sodio para que o sistema
atingisse a neutralidade. A insergédo destes ions é feita substituindo moléculas
de agua pelo numero de ions desejados.

Apds a solvatagao e a adigao de ions, foi realizada a minimizagao de
energia do sistema usando o algoritmo Steepest Descent por 100000 passos ,
sendo que as interacdes eletrostaticas foram tratadas através do método PME
(Particle Mesh Ewald), por um ensemble NVT (numero de particulas, volume e

temperatura constantes)
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. Apdés a minimizagdo foram iniciadas as termalizagdes sucessivas (3
simulagdées por DM no total) de 100ps cada, adotando temperaturas iguais a
50, 150 e 298 Kelvin em cada, Na sequéncia apds a obtencao de uma estrutura
estavel foi dado inicio a dindmica molecular.

A dindmica molecular do sistema foi realizada num tempo de
integracdo de 1fs (femtossegundo) totalizando um tempo total de 20ns
correspondendo a 20,10 passos em um ensemble NPT (Numero de
particulas, pressao e temperatura constantes), utilizando o algoritimo Verlet e
Barostato de Berendsen (manter a pressao constante), o termostato V-rescale,
a temperatura foi mantida constante no valor de 298 Kelvin, com constante de
friccdo tau_t = 0,1 ps; modelo de detalhamento da caixa foi grid, integrador md
(leap-frog) e foi usado as condigbes periddicas de contorno em todas as
dimensbdes x,y e z. A dindmica molecular forneceu informacdes sobre a
trajetéria energética e estrutural do sistema durante os 20ns de simulagdo. O
acoplamento de pressao foi isotrépico. A compressibilidade e a pressao de
referéncia foram definidas como 4,5 x 10-%bar -' e 1.0 bar, respectivamente.

A estrutura decamérica obtida apds a simulacdo foi segregada em
seus 10 respectivos anéis. E importante ressaltar que somente os 6 atomos do
anel (5 atomos de carbono e 1 de oxigénio) foram utilizados nessa analise, ou
seja, foram utilizados os anéis sem os atomos de hidrogénios, os grupos
funcionais amino e hidroxila que estavam ligados no anel.

Esses anéis foram agrupados de 2 em 2. Nas duplas de anéis foi
realizada uma fusdao obtendo uma estrutura resultante de cada par. As
estruturas resultante das primeiras fusdes dos 5 pares de anéis foram também
fundidas e assim por diante, até que fosse obtido uma unica estrutura em cada
campo de forga (1 estrutura resultante no GROMOS53a6 e 1 estrutura
resultante no OPLS-AA).

Afim de obter mais um parametro que mostrasse que a quitosana foi
devidamente parametrizada no OPLS-AA realizou-se a fusao dos anéis
resultantes nos dois campos de forga simulados e com isso calculou-se o
RMSD (Raiz quadrada do desvio quadratico médio, do inglés Root Mean
Square Deviation) das estruturas fundidas. Como houve um pequeno valo de

RMSD (como mostrado no final do item 5.1 na parte de resultados e
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discussdes) além de outras analises estruturais bem sucedidas, concluiu-se

que a validacao da parametrizacdo da Quitosana foi realizada com éxito.

4.11 Potencial de forgca média

A forga de interacao entre o fosfato e a quitosana foi calculada utilizando
o método do Potencial de Forca Média (Potential of Mean Force, PMF). Este
método calcula a energia livre relacionada a forca de afastamento de
determinada espécie do seu sitio de interagado (Kirkwood, 1935). O ion fosfato
foi puxado de forma a se afastar do centro de massa dos atomos com os quais
interagiam, com uma velocidade de 0,001 nm.ps', aplicando-se uma constante
de forca de 367 kJ.mol".nm? em solugdo aquosa a constante de forga foi de
1000. kJ.mol'*.nm? Neste procedimento foi utilizado um potencial harmonico
segundo a metodologia denominada umbrella sampling.

A temperatura e pressao de referéncia foi de 298 K e 1 bar,
respectivamente.

Acoplamentos aos termostatos de Berendsen (Berendsen et al., 1984)
com um tempo de relaxag¢ao de 0,1 ps, foi utilizado para manter a temperatura
do sistema constante, enquanto que a pressao foi mantida pelo acoplamento
do barostato de Berendsen (Berendsen et al.,, 1984) com um tratamento
isotropico e tempo de relaxacdo de 10 ps; e compressibilidade de 4,5. 10-5
Bar-1. A dindmica do sistema foi realizada em um ensemble isotérmico-
isobarico  (NPT) utilizando-se o algoritmo leap-frog (Hockney, Goel, &
Eastwood, 1974).

O tempo de simulacado foi de 2 ns em solugdo e de 4ns no vacuo,
dependendo se a retirada do ion ocorreu. O intervalo de integragéo utilizado foi
de 1 fs. As coordenadas de todos os atomos do sistema foram descritas a cada
1 ps, para a realizagdo das analises. As contribuicbes eletrostaticas foram
tratadas por meio da aproximacao Reaction Field e as interagcdes de Van der

Waals calculadas ha um raio de corte de 1,4 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos resultados e discussdes primeiramente serao mostradas as analises
feitas para as parametrizagdes (da quitosana e do ion fosfato) e a validacéo da
quitosana no campo de forca OPLS-AA (5.1 a 5.5). As analises da simulagéo
por dindmica molecular da quitosana com o ion fosfato serdo discutidas na
sequéncia.

As cargas parciais da molécula de quitosana foram ajustadas para o
potencial eletrostatico no campo de forca OPLS-AA usando o método RESP e

os valores estao apresentados na Tabela 4.
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5.1 Analise das cargas RESP dos biopolimeros nos campos de forga
OPLS-AA e GROMOS53a6.

As cargas parciais dos atomos da quitosana obtidas através da

metodologia RESP, sdo mostradas na Tabela 4 para os 2 campos de forga.

Tabela 4 Diferengca dos valores das cargas parciais atbmicas dos atomos da
quitosana obtidas pela RESP nos 2 campos de forca (OPLS-AA e
GROMOS53a6)

Atomo GRUPO RESP-GROMOS53a6 RESP-OPLS-AA  |DIFERENCA|

C4 CH1 0.232 0.232 0

C3 CH1 0.232 0.343 0.111
o3 OA -0.642 -0.603 0.039
HO3 H 0.410 0.335 0.075
C2 CH1 0.000 0.004 0.004
N2 N -0.280 -0.186 0.094
H22 H 0.2800 0.217 0.063
C7 C 0.380 0.547 0.167
o7 O -0.380 -0.651 0.271
C8 CH3 0.000 0.063 0.063
C6 CH2 0.232 0.231 0.001
06 OA -0.642 -0.767 0.125
HO6 H 0.410 0.469 0.059
C5 CH1 0.376 0.312 0.064
05 OA -0.480 -0.351 0.129
C1 CH1 0.232 -0.032 0.264
o1 OA -0.393 -0.163 0.230
04 OA -0.393 -0.466 0.073
HO1 H 0.213 0.349 0.136
HO4 H 0.213 0.349 0.136

Na Tabela 4 ndo houve diferenca maior do que 0,3, com relacdo as
cargas RESP dos atomos de quitosana nos 2 campos de forca estudados.
Apenas a diferenca para os atomos O7 e O1 excede 0,2. Os atomos C3, C7,
06, 05, HO1 e HO4 nao alcancaram 0,2 de diferenca. Especialmente, o atomo
de C4 tem a mesma carga em ambos os campos de forga, além do C2 e do C6
também possuirem cargas muito proximas.

Em suma, as cargas obtidas foram muito proximas nos 2 campos de
forca, que destaca a metodologia correta utilizada neste trabalho de

parametrizacao deste biopolimero tao versatil quanto a quitosana.
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5.2 Analise do melhor método para o calculo da carga RESP do ion
fosfato no Campo de Forgca OPLS-AA.

Através dos calculos quanticos realizados foram obtidas as cargas RESP dos
atomos do ion fosfato que foram de fundamental importancia para a
parametrizagdo do ion fosfato. As cargas obtidas pelos diferentes métodos
quanticos estdo representadas na Tabela 5 juntamente com os relativos

desvios padréo.

Tabela 5 Cargas RESP obtidas pelos diferentes métodos quanticos

Elemento DFT HF MP2 Média (Desvio Padrao)
P 1,813u.a 1,878u.a 1,822u.a 1,837 (£0,035)
(o) -1203ua -1219ua -1205u.a -1,209 (£ 0,009)

Os resultados dos trés métodos obtidos foram apresentados na Tabela
5. A metodologia Hartree-Fock (HF) apresentou o maior desvio em relagdo a
média o que mostra que essa metodologia de aproximagdo € menos precisa
para esse sistema, apesar demandar um pequeno tempo computacional.

As metodologias Density Functional Theory (DFT) e a Teoria de
perturbagado Moller-Plesset (MP2) foram os métodos que mais se aproximaram
da média. A metodologia MP2 foi mais precisa do que a DFT para esse
sistema. Os dois métodos mais precisos utilizam a correlacéo eletrdnica na
resolucado da equacao de Schrodinger, porém os calculos por DFT sdo mais
rapidos do que os calculos por MP2.

A Tabela 5 mostrou os valores das cargas ajustados. As cargas do
atomo de fésforo obtida foram de 1,812 u.a (unidades atémicas de carga) e a
dos atomos de Oxigénio foi de -1,203 u.a.

Nesse trabalho foi extraido dados do sistema aquoso de quitosana e

ions fosfato. Os parametros energéticos e estruturais se mostraram estaveis no
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intervalo de simulagdo estudado o que sugere que nao houveram grandes
variagdes na dinamica.

Uma extensao da simulagao sera realizada em trabalhos futuros para
que se possa comprovar se o tempo de simulagdo nado foi demasiadamente

pequeno.

5.3 Analises Estruturais das Dinamicas Moleculares dos Biopolimeros
Simulados no Vacuo no Campo de Forga OPLS-AA e no GROMOS53a6.

Apos a Dinamica Molecular, a analise da estabilidade conformacional da
Quitosana e da Quitina (Figura 22a e 22b e Figura 23a e 23b) nos 2 campos
de forgca foram avaliadas através do RMSD que é a medida da raiz quadrada
do desvio quadratico médio (RMSD, do inglés, Root Mean Square Deviation),
o qual revela o distanciamento conformacional da estrutura nativa ao longo do
tempo de simulacdo e o do RMSDist que significa o calculo da Raiz quadrada
dos desvio médio quadratico das distancias atémicas (do inglés, root mean
square deviation of atom distances - RMSDist) em funcdo do tempo, (Figuras
24, 25 e 26).

Outras analises, de ordem estrutural (Tabela 6, 7 e Figura 28) também
foram desenvolvidas afim de validar a estrutura da quitosana no OPLS-AA.
Além das analises estruturais também foram comparadas as cargas RESP dos
atomos das estruturas nos diferentes campos de forga (Tabela 8) assim como

a Energia total (Figura 29)
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Figura 22 (a) Estrutura da Quitina no campo de forca GROMOSS53a6
(b) Estrutura da Quitina no campo de Forga OPLS-AA.

(@)

(b)
Fonte: Autor (William Humphrey et al., 1996)
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Figura 23 Figura 19: (a) Estrutura da Quitosana no campo de forca
GROMOSS53a6. (b) Estrutura da Quitosana no campo de Forga OPLS-AA.

(b)

Fonte: Autor (William Humphrey et al., 1996)

A dindmica molecular permite a comparacao da estrutura do composto
com a estrutura inicial, ndo como num cristal onde os atomos nao tem
mobilidade, mas avalia-se a mobilidade estrutural da molécula em funcdo do
tempo através da equacéao 29a.

Uma boa interpretacdo grafica da trajetéria dos componentes do
sistema pode ser obtida adotando uma matriz em que o RMSD é fungéo de (t1)
e (t2) e, 0 que da uma boa interpretagdo grafica de uma trajetéria. Se houver

transicbes em um trajetoria, elas aparecerao claramente nessa matriz.
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Para o calculo dos desvios entre a conformacdo da Quitosana e da
Quitina ao decorrer da dindmica molecular em relacdo a uma estrutura de
referéncia, ajusta-se pelos minimos quadrados a estrutura em relagdo a

referéncia (t2=0), pela equagao,

RMSD = L%E‘f:l m, |l (ty) — 7 () |] Equagao 29a

onde M = YN=1 mj e ri (t) € a posicdo do atomo i no tempo te N é o

numero de atomos utilizado no calculo.

A Quitosana, no campo de forca GROMOSS53a6, apresentou baixa
mobilidade estrutural no vacuo (Figura 24), a 298 K, manifestando uma leve e
sistematica flutuacéo para as medidas de RMSD, em torno de 0,86 nm (+ 0,17
nm). Ja no OPLS-AA, a Quitosana apresentou menor mobilidade estrutural no
vacuo, a 298 K, manifestando uma leve e sistematica flutuagdo para as
medidas de RMSD, em torno de 0,59 nm (x 0,24nm). Isto sugere que a
Quitosana manteve a sua conformacao estrutural estavel na dinamica
molecular em ambos os casos € no OPLS-AA ela possui estrutura mais estavel
durante a simulacgao.

Esse composto atinge a estabilidade estrutural mais rapidamente no
campo de forga OPLS-AA do que no GROMOS53a6. No GROMOS53a6 o
modelo adotado é o modelo dos atomos unidos e nesse caso muitas interacdes
especificas (momentos dipolos) ndo sdo consideradas. No OPLS-AA é
realizado uma descricdo atomistica mais detalhada na qual os atomos de

hidrogénio alquilicos sado considerados de maneira explicita.
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Figura 24 Raiz quadrada do desvio quadratico médio da quitosana nos
diferentes campos de forga. Cor preta é a quitosana no GROMOS53a6 e

vermelha é a quitosana no OPLS-AA.

RMSD

RMSD (nm)
I

0,5

20000 30000 40000 50000
Tempo (ps)

Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

De forma similar, as variagdes nas conformacdes de quitosana para o
GROMOS53a6 e OPLS-AA mostraram que os parametros mais estaveis foram
observados no campo de forca OPLS-AA (0,925 nm £ 0,011) nm em
comparagao com GROMOS53a6 (1,1620 nm £ 0,019 nm).

A importancia da parametrizagdo dos biopolimeros usando o campo de
forca OPLS-AA é justificada com o fato de que o modelo atomistico fornece
melhores resultados por contabilizar todos os atomos do composto e interacdes
mais especificas, como momentos de dipolo, em vez de usar o conceito de
atomos ligados, nos quais atomos de hidrogénio de hidrocarbonetos tém

restricdes de carga.
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Na Figura 25 os perfis referem-se a molécula de quitina em ambos
campos de forga. Os perfis mostraram a estabilidade estrutural desde o inicio

da simulagao, o que indicou que a termalizagao foi suficiente para estabilizar a

estrutura.

Figura 25 Raiz quadrada do desvio quadratico médio da Quitina nos diferentes

campos de forga Cor preta € a quitina no GROMOS53a6 e vermelha é a quitina
no OPLS-AA.

RMSD

0,8m T T T T

RMSD (nm)

10000 20000 30000 40000
Tempo (ps)

Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

A Quitina nos diferentes campos de forga apresentou baixa mobilidade
estrutural no vacuo (Figura 25), a 298 K, manifestando uma leve e sistematica
flutuacdo para as medidas de RMSD, em torno de 0,33 nm (£ 0,09 nm) no
OPLS-AA. No GROMOS53a6 a AQuitina apresentou menor mobilidade
estrutural no vacuo, a 298 K, manifestando uma leve e sistematica flutuacao
para as medidas de RMSD, em torno de 0,26 nm (x+ 0,07 nm). Isso se deve ao
modelo de atomos unidos utilizado no GROMOS53a6 em que muitas
interagbes especificas e os atomos de hidrogénio hidrocarbbnicos ndo sao

contabilizados.
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Alternativamente ao RMSD, a flutuacado estrutural pode ser calculada

usando o rmsdist.. O calculo do RMSDist é dado pela Equagéo 29b.

]

B |

RMSD() = L3, 3, ||ry () = r;(0) Equagéo 29b

onde a distancia rij entre os atomos no tempo (t) € comparada com a
distancia entre os mesmos atomos ao tempo (0), onde N corresponde ao
numero de atomos. O RMSDist calcula a variagao translacional dos atomos da
molécula em relagéo ao instante inicial da simulagéo

As Figuras 26 e 27 representam o RMSDist da Quitina e da
Quitosana, respectivamente. A andlise dos perfis mostrados nos graficos

indicam que o comportamento da quitina e da quitosana sao bem distintos.

Figura 26 Raiz quadrada do desvio quadratico médio das distancias
atbmicas da Quitina nos diferentes campos de forga. A curva em vermelho
refere-se ao campo de forga OPLS-AA enquanto a curva preta refere-se ao
campo de forca GROMOS53a6.

RMSdist
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Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)
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Os perfis no grafico (Figura 26) mostraram que sera necessario maior
tempo de simulagido para encontrar a convergéncia das estrutura de quitina no
campo de forca GROMOS53a6, pois no OPLS-AA ela se mostrou estavel
desde o inicio. A curva referente ao GROMOSS53a6 (preta), mostrou uma
tendéncia inicial a se estabilizar, e nos ultimos instantes de simulacédo foi
perceptivel o inicio de uma diminuigdo do RMSDist. O valor médio do RMSDist
para a Quitina no GROMOS53a6 foi de 0,18 nm (+ 0,04 nm) e no OPLS-AA foi
de 0,177 nm (£ 0,03 nm). O RMSdist dos polimeros de quitosana s&o

mostrados na Figura 27.

Figura 27 Raiz quadrada do desvio quadratico médio das distancias atdmicas
da Quitosana nos diferentes campos de forga. A curva em vermelho refere-se
ao campo de forca OPLS-AA enquanto a curva preta refere-se ao campo de
forca GROMOS53a6.
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Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)
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O perfil da Figura 27 mostra um alto valor de RMSDist para os
biopolimeros em ambos campos de forga nos instantes iniciais. Isso se deve ao
fato de a termalizagdo nao ter sido suficiente para estabilizar a estrutura,
necessitando de um maior tempo de simulagdo. Nos ultimos 5 ns de simulagao
de MD, o campo de forcga GROMOSS53a6 resultou em RMSDist de 0,050 +
0,005, enquanto OPLS-AA foi 0,063 + 0,007. No geral, a execugao total da
simulacao foi de 50 ns usando GROMOS53a6 e 20 ns usando OPLS-AA.
Devido a sua descricdo atomistica mais detalhada e a uma equacgdo de
potencial harménica de torgdo mais completa, OPLS-AA apresentou estrutura
simulada mais flexivel apdés a dinamica molecular de acordo com seu menor
tempo de convergéncia em comparagao com a descrigao rigida em equilibrio
utilizada em GROMOS53a6. Portanto, pode-se concluir que a estabilidade
estrutural da quitosana no campo de forca atomistico é atingida mais
rapidamente. Esta analise estrutural corrobora com o intuito inicial de validar a
quitosana no campo de forga OPLS-AA

As distancias entre os atomos também foram obtidas apds a realizacao
das dindmicas moleculares dos diferentes sistemas simulados. A Tabela 6

contém as distancias de ligagdo dos atomos dos compostos dos sistemas.
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Tabela 6 Comparagéo das distancias de ligacdo dos atomos de quitosana nos
2 campos de forca (OPLS-AA e GROMOS53a6)

Atomos Distancia Distancia Média Diferenca
Média (nm) (nm) GROMOS53a6 (nm)
OPLS-AA

C1-05 0,1410 0,1435 0,0025
C1-01 0,1410 0,1435 0,0025
05-C5 0,1410 0,1435 0, 0025
C5-C6 0,1520 0,1520 0
C6-06 0,1410 0,1435 0,0025
C5-C4 0,1529 0,1520 0,0009
C4-C3 0,1529 0,1520 0,0009
C3-03 0,1410 0,1435 0,0025
C3-C2 0,1529 0,1520 0,0009
C2-N2 0,1449 0,1470 0,0021
C7-07 0,1229 0,1230 0,0001
C7-C8 0,1522 0,1390 0,0132
C7-N2 0,1335 0,1330 0,0005
C4-01 0,1410 0,1435 0,0025
C1-C2 0,1529 0,1520 0,0009

A analise dos valores apresentados na Tabela 6 mostrou que os
valores de distancia de ligacdo obtidos apds a simulagdo computacional por
dindmica molecular foram muito semelhantes em ambos os campos de forga,
fator que valida as metodologias utilizadas para a parametrizagédo do composto
de quitosana, no campo de forca OPLSAA, em relagdo aos valores das

distancias.

94



E possivel perceber que especificamente a diferenca nos 2 campos

de forga para a ligagdo C5 — C6 foi zero. Algumas diferencas de disténcias de

ligacao se aproximaram muito de zero como no caso da ligagdo C7 — N2 e da

ligagcdo C1 — C2. Outras analises estruturais também foram realizadas, a

analise de angulos de ligagéo esta descrita na Tabela 7.

Tabela 7 Comparagao dos angulos de ligagdo da quitosana nos 2 campos de
forca (OPLS-AA e GROMOS53a6)

Atomos  Angulo
(°) OPLS-
AA

01-C4- 93,424
C3

01-C4- 99,728
C5

C1-01- 135,209
C4

05-C1- 104,128
o1

C2-C1- 109,712
o1

N2-C7- 118,332
C8

N2-C7- 121,378
o7

C2-N2- 129,448
Cc7

05-C1- 93,501
C4

04-C4- 100,728
C3

03-C3- 108,664
C4

01-C1- 104,128
05

01-C1- 109,712
C2

05-C5- 107,843
C6

05-C6- 126,707
06

Desvio
padrao

(®)

OPLS-

AA
1,029

0,907
2,457
2,135
1,248
2,031
1,964
2,413
1,223
1,756
1,183
2,136
1,248
1,123

0,69781

Angulo (°)
GROMOS53a6

96,889

102,003
149,324
108,445
111,594
119,968
119,780
128,110
93,745

105,293
113,883
108,445
111,594
110,095

112,428

Desvio
padrao (°)
GROMOS53a6
1,013
1,056
2,598
1,582
1,393
2,114
2,233
2,339
0,863
2,895
1,337
1,582
1,393
1,405

5,691

|Diferenca

el

3,465
2,275
14,115
4,317
1,882
1,636
1,598
1,338
0,244
4,565
5,219
4,317
1,882
2,252

14,279
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C4-C5- 33,173 0,506 34,251 0,645 1,078
C6

C4-C5- 109,726 1,109 112,006 1,180 2,280
32-04- 34,170 0,426 36,464 0,544 2,294
gg-C7- 33,7331 1,123 32,349 1,213 1,384
gg-C3- 37,758 0,598 37,505 0,747 0,253
8:2;-03- 111,029 1,019 111,584 1,045 0,555
gg-C1- 36,732 0,545 36,545 0,591 0,188
g15-05- 115,069 1,042 113,556 1,268 1,513
g?-CZ- 36,011 0,507 32,127 0,595 3,883
gi-CZ- 111,960 1,060 109,533 1,159 2,427

A analise dos valores apresentados na Tabela 7 mostrou que os valores
de angulos de ligagao obtidos apds a simulagdo computacional por dinamica
molecular do composto obtido no OPLS-AA foram muito similares aos do
polimero obtido no campo de forca GROMOS53a6, mesmo considerando o
desvio-padrao. Essa analise estrutural assim como a da Figura 23 e da Tabela
6 corroboram com a parametrizacdo da quitosana no OPLS-AA ja que ela ja
estava validada no GROMOS53a6.

Percebe-se que especificamente as diferengcas nos 2 campos de forca
para os angulos C2-C1-O1, N2-C7-C8, N2-C7-07, C2-N2-C7, O1-C1-C2, C2-
C3-03, C2-C3-C4 e C2-C1-05 foram muito pequenas e que nos casos dos
angulos C2-C3-03, C2-C3-C4 e C2-C1-05 a diferenca nos 2 campos de forga
se aproximou de zero. Portanto, no que se refere a angulos de ligacédo a
quitosana esta devidamente parametrizada no campo de forca OPLSAA, e
assim sendo pode ser submetida a simulagdes computacionais em diferentes
sistemas, fornecendo base para a aplicacdo em sistemas biolégicos, por
exemplo.

A estrutura decamérica obtida apds a simulagao foi segregada em seus
10 respectivos anéis. E importante ressaltar que somente os 5 atomos de

carbono de cada anel e 1 oxigénio no interior do ciclo formaram a estrutura dos
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ciclos segregados. Em seguida, obtiveram-se estruturas resultantes da fusao
dos anéis glicopiranosidico que foram colocados aos pares.

Cada ciclo resultante de um par foi sobreposto com o resultante de outa
dupla até que fosse obtido um unico residuo ciclico. Esse procedimento foi
realizado para o composto nos dois campos de forga.

Afim de obter mais um paradmetro que mostrasse que a quitosana foi
devidamente validada no novo campo de forga realizou-se a fusao dos anéis
resultantes nos dois campos de forga simulados e com isso calculou-se o
RMSD (Raiz quadrada do desvio quadratico médio, do inglés Root Mean
Square Deviation) das estruturas fundidas. Como houve um pequeno valo de
RMSD além de outras analises estruturais bem sucedidas, concluiu-se que a
validagdo da parametrizagéo da Quitosana foi realizada com éxito.

Afim de validar a estrutura da quitosana no novo campo de forga
desenvolvido no formato OPLS-AA calculou-se o RMSD (Raiz quadrada do
desvio quadratico médio, do inglés Root Mean Square Deviation) das
estruturas fundidas.

A sobreposic¢ao dos ciclos (Figura 28a e 28b) mostrou um RMSD igual a
0,28 angstrom, o que corrobora com a validagado da estrutura no novo campo

de forca.

Figura 28 a) Perspectiva longitudinal da sobreposi¢cado dos anéis b) Perspectiva

equatorial dos ciclos de quitosana

Fonte: Autor (W. Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996b)
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Nesta visualizagdo de fusdo apenas foram considerados os atomos
dentro do anel. Os atomos de hidrogénio alquilicos foram restritos da analise
devido ao seu pequeno valor de massa e tamanho. Além disso, apenas o
esqueleto do anel contendo 5 carbonos e 1 oxigénio foram analisados. O
pequeno desvio das estruturas ciclicas do biopolimero nos diferentes campos
de forca mostrou que a parametrizagcdo da quitosana no OPLS-AA foi bem
sucedida, o que corrobora as analises estruturais acima mencionadas.

Portanto, no que tange a estrutura molecular do biopolimero afirma-se
que ele esta devidamente parametrizado e validado, ou seja, em boas
condicbes de serem submetidas a posteriores simulacbes computacionais

totalmente atomisticas em diferentes sistemas.
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5.4 Andlises Energéticas das Dindmicas Moleculares dos Biopolimeros
Simulados no Vacuo no Campo de Forgca OPLS-AA e no GROMOS53a6.

Para demonstrar a natureza do equilibrio termodinamico atingido durante
a simulagao, a analise da estabilizacdo do nivel de energia do sistema durante
a dinamica molecular foi verificada. A Figura 29 ilustra as energias totais

obtidas nas simulag¢des para o sistema contendo a Quitina.

ENERGIA TOTAL
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Figura 29 Perfil Energético de energia total de Quitina nos diferentes campos
de for¢ca. Em preto o GROMOS53a6 e em vermelho o OPLS-AA.
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Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

A energia total da Quitina no campo de forca OPLS-AA foi de 2440,52
kdJ/mol (£ 59,2141) kdJ/mol no campo de forcza GROMOS53a6 que foi de
2078,13 kd/mol (+ 46.7523) kd/mol. Os perfis do grafico na Figura 29 indicam
uma estabilidade inicial que perdurou por todo o tempo de simulagao,
analogamente a Figura 26. A Figura 30 ilustra as energias totais obtidas nas

simulacgdes para os sistemas constituidos por Quitosana
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Figura 30 Perfil Energético de energia total de Quitosana nos diferentes
campos de forca. A curva em vermelho refere-se ao campo de forca OPLS-AA

enquanto a curva preta refere-se ao campo de forca GROMOS53a6.
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Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

A energia total da Quitosana no campo de forca OPLS-AA medido nos
ultimos 5ns foi de 580.699 kJ/mol (£ 73.806) e no campo de forga
GROMOSS53a6 a energia total calculada foi de 1393.340 kJ/mol (£ 45.118). O
perfil do grafico na Figura 30 mostra que a Quitosana atinge a estabilidade
mais rapidamente no OPLS-AA do que no GROMOS53a6 e numa maior
estabilidade energética desse composto no campo de forca OPLS-AA devido
ao menor valor de energia alcangado no instante ao redor de 14.000 ps. Os
sistemas contendo quitosana alcancaram a estabilidade termodindmica
enquanto a quitina necessitara de maior tempo de simulagdo computacional

para atingir a estabilidade.
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5.5 Analises das energias de Coulomb e Lennard Jones do sistema

aquoso contendo a quitosana, o ion Fosfato e cloreto de sédio.

Nesse tdpico inicia-se a discussao dos resultados obtidos pela
simulacao de 20ns a 298K via dinamica molecular do sistema que composto
por 1 molécula de quitosana, 20 ions fosfatos, 80 ions sédio (Na*) e 24 ions
cloreto. Os ions sédio e cloretos sdo adicionados para que o sistema se
tornasse eletricamente neutro. Os ions cloreto foram adicionados juntamente
com os ions sodio para que o sistema apresentasse uma composicdo mais
realistica, na qual as solu¢cdes sado formadas por mais de um tipo de sal que
nesse caso seria o fosfato de sédio e o cloreto de sédio. A Figura 31

representa o sistema supracitado.

Figura 31 a) Substancias do sistema aquoso com quitosana (Licorice), fosfatos
(Licorice) e cloreto de sédio (VDW) b) sistema aquoso com quitosana, fosfatos

e cloreto de so6dio na caixa cubica.
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Y

b)
Fonte: Autor (W. Humphrey et al., 1996Db)

A quitosana estudada nesse trabalho € um decamero, com grau de protonagao
de 50% dos grupos amino ionizaveis. A Figura 32 representa a quitosana com

os atomos de hidrogénios implicitos.

Figura 32 Decamero de quitosana e seus respectivos residuos de 1 a 10
(NGPC, CHIT, NGLU, NGLP, NGLU, NGLP, NGLU, NGLP, CHIT E NGUO,

respectivamente)

Fonte: Autor (W. Humphrey et al., 1996b)
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O Grau de acetilagdo (G.A) = 20% sendo os residuos CHIT os grupos
acetilados. Os residuos contendo a letra P s&o residuos protonados (NGPC e
NGLP) e os demais residuos sao os residuos desprotonados, sendo o NGUO o
residuo da extremidade direita.

As energias de Lennard-Jones e de Coulomb retratam a atracdo ou a
repulsdo entre os componentes de um sistema. Um aumento de energia ira
orientar a repulsdo enquanto a diminuigao indica a atragao (Faro, Thim, & Skaf,
2010). A Tabela 8 contém os dados de energia de Coulomb e de Lennard
Jones para analise da interagcdo da Quitosana com o fosfato (PHP) em agua e

o efeito adsorvente da Quitosana pelo o ion fosfato.

Tabela 8 Energias de Coulomb e energia de Lennard-Jones para o sistema

contendo quitosana, fosfato (PHP) e agua (SOL)

Sistemas Coulomb (u.a) Lennard Jones (u.a)
Quitosana — PHP - 3,97 (43,19) -1,29 (3,41)
-1.556, 22 (103,23) - 142,28 (40,22)

Quitosana — SOL

ST -20.768,8 (2.742,31) 2.378,94 (295,59)

A Tabela 8 informa que os valores das energias de Coulomb e de
Lennard-Jones para o par Quitosana — PHP variaram muito ndo sendo
possivel obter um valor preciso para esse sistema no tempo de simulagao
estudado (20ns). Isso pode ser justificado pela existéncia de interagdes mais
significativas entre os outros 2 pares (Quitosana — SOL e PHP — SOL).

Os valores das energias de Coulomb e de Lennard Jones para o par
Quitosana — SOL mostraram uma tendéncia parecida entre si, ou seja, um
valor significativamente negativo em ambos os casos.

Porém, o par PHP — SOL apresentou um valor muito negativo para a
energia de Coulomb e um valor positivo para a energia de Lennard Jones. A
energia de Lennard Jones para o par PHP — SOL nao seguiu a tendéncia
(destaque em amarelo), pois como as interagdes Coulémbicas sao interagoes
de longo alcance e por isso sao mais intensas elas se sobressaem sobre as

interagdes de Lennard-Jones esse resultado apesar de divergente néo € muito
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significativo, o que significa que pode-se concluir que tanto o a interagc&o
Quitosana — SOL quanto PHP — SOL possuem carater atrativo. Isso ocorreu
devido a alta solubilidade tanto da quitosana quando do fosfato em solugao
aquosa. Porém essas analises devem ser complementadas pelas analises
subsequentes para que se possa ter conclusbes mais precisas sobre o

comportamento do sistema simulado.

5.6 Analise das interagdes entre a quitosana e o ions fosfato

Os resultados obtidos por dinamica molecular mostraram a ocorréncia
de interacbes ion-dipolo dos ions fosfato com a hidroxila da quitosana com
grau de acetilagao 20% e pH 6,5. As interagdes entre os dos ions fosfato com a
quitosana ocorreram em sitios especificos. Nesse sistema simulado ions
fosfato interagiram com uma hidroxila O6-HOG6 do residuo 2 da quitosana.

A efetividade destas interagcbes foi avaliada pela fungao de distribuigao
radial de pares, g (r), para os sitios com maior interacdo (Figura 33 a e Figura
33 b). Os resultados mostraram a ocorréncia de uma interagéo efetiva entre o

20° ion fosfato, o primeiro ion fosfato e o residuo CHIT da quitosana
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Figura 33 a) g (r) entre o O6 (O6HO6) do residuo 2 com 20° ion fosfato,
referéncia ao centro de massa da quitosana. B) g (r) entre o O6 (O6HOG6) do

residuo 2 com o fosfato 1, com referéncia ao centro de massa do NGPC 2.
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Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

A Figura 33 a) representa a interagao de um unico atomo de oxigénio do
ion fosfato que interagiu com o um hidrogénio de uma hidroxila do tipo O6HOG6.
A Figura 33 b) representa a interacdo do ions fosfato também interagiu com
uma hidroxila do tipo O6-HO6. Um alto e estreito pico da fungao g (r) indicam
interacdes intensas e efetivas. Assim sendo, o vigésimo ion fosfato (Figura 33
a)) apresentou interacdo mais efetiva com a hidroxila O6HO6 do que o ions
fosfato do ion 1 (Figura 33 b)).

Na simulagao aquosa, nao foram observados outros picos de g (r)
tdo significativos quanto os da Figura 29. Isso pode ser justificado pela
estruturacdo inicial do sistema que possa ter alocado os ions fosfato
demasiadamente distante dos sitios de interagao da quitosana. Mas algumas
ligagdes de hidrogénio com o fosfato envolvendo o grupo amino protonado da
quitosana além da hidroxila O6HOG6 ja supracitada também foram encontradas
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nesse sistema. Outras interagdes existentes entre o ions fosfato e a quitosana
serao discutidas na simulagao do potencial de forca média mais adiante

O RMSD (do inglés, root mean square deviation) da Quitosana no vacuo
ja foi discutida no item de analise da parametrizagdo da quitosana na Figura 24
do tépico 5.1 desta dissertagdo. Em solugcdo aquosa ela exibiu um RMSD bem
diferente do comportamento da quitosana no vacuo. Na simulagdo aquosa a
estrutura do polimero ndo apresentou grande variagao estrutural como pode

ser verificado na Figura 34.

Figura 34 RMSD da quitosana em solugéo aquosa contendo ions fosfato, ions

sodio e ions cloreto (perfil médio em vermelho).
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Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

O perfil do grafico mostrado na Figura 34 representa a estabilidade
conformacional da quitosana em solugdo aquosa durante os 20ns de
simulagdo. Nota-se que essa estabilidade ndo variou muito desde o inicio da

simulacdo. Outra analise que demonstra a pequena flutuagao estrutural da

108



quitosana no decorrer da dindmica molecular pode ser feita pela flutuacao
individual dos atomos da quitosana — RMSF (do inglés; root mean square

fluctuation), como mostrado na Figura 35.

Figura 35 Analise do RMSF dos atomos da Quitosana, em destaque os grupos
acetilados e o restante da molécula foram representados numa perspectiva de

sombra.
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Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

O perfil do grafico de RMSF da Figura 35 mostrou que a flutuagéo
estrutural média dos atomos da quitosana ndo chegou se quer a 2 nm, tendo
como média um valor igual a 1,512 nm (x 0,195 nm). Na representacao
estrutural da molécula acima da curva do grafico houve o intuito de localizar os
grupamentos acetil (destacados) proximos as regides de menor valor de
RMSF, pois justamente nos atomos desses residuos observou-se menor
flutuagao, pois ha maior massa nos grupos acetilados quando comparado aos

grupamentos desacetilados. Esses dados corroboram com a Figura de RMSD
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obtida em que a quitosana sofreu uma pequena variabilidade em sua
conformacgao durante a simulacéo.

A representacdo pictérica da simulagdo do potencial de forca média
(PMF) realizado em solugado aquosa esta mostrado nas Figura 36, Figura 37 e
Figura 39. Na primeira delas esta representado o instante anterior ao inicio da
simulacdo e o fosfato ndo esta interagindo com a quitosana, ele localiza-se a

uma distancia de 26,0 angstron, aproximadamente.

Figura 36 Representacao do sistema antes do puxamento do ion fosfato. Estao
mostrados somente a quitosana e o ion fosfato. As moléculas de agua e os

ions sodio e cloreto estao implicitos.

Fonte: Autor (W. Humphrey et al., 1996b)

Na Figura 36 a distancia admitida foi em relagcdo aos grupos amino

protonados que mais interagiram com o fosfato ao decorrer da simulagao.
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Esses grupos amino protonados foram os residuos de cédigo NGLP do quarto,
sexto e oitavo grupo amino protonados.

A Figura 37 ilustra o processo de envelopamento da quitosana sobre o
ions fosfato. A Figura 37 apresenta a formacgao das interagdes ion-dipolo entre

o ions fosfato e a quitosana em sitios especificos no decorrer da simulagao.

Figura 37 Representacdo das interagdes ion-dipolo entre o fosfato e os 3

residuos NGLP da Quitosana em solugéo aquosa.
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Fonte: Autor (W. Humphrey et al., 1996Db)

A Figura 37 ilustra a distancia do ion inorganico com cada residuo
interagente da quitosana. Na concavidade (0,35 ns) a adsor¢ao do fosfato pelo
biopolimero ocorreu devido a formacado das interagcdes eletrostaticas de
Coulomb entre cargas opostas. Nesse sentido o O1 do ion fosfato e o atomo
H24 do residuo NGLP4 se localizaram a 1,79 A, o 04 do ion fosfato foi
posicionado a 1,77 A do H23 do residuo NGLP6 e o 02 do ion fosfato e foi
localizado a 2,04 A do H24 do residuo NGLP8. Devido ao pequeno valor da
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distdncia entre os grupos analisados pode-se dizer que as interagdes
realizadas foram intensas ao decorrer do tempo de simulacéo. Entdo conclui-se
que essas interagdes ocorreram devido a atragao eletrostatica e a existéncia de
moléculas de agua que favorecem a mudanga conformacional da quitosana, ja
que no vacuo a quitosana nao gerou tal concavidade conformacional t&o
acentuada quanto em solugdo aquosa. Os 3 grupos amino protonados mantém
o ion fosfato “preso” na quitosana até por volta de 750ps, assim como

representado na Figura 38.

Figura 38 Evolugdo temporal da forga aplicada no afastamento do ion PO4*
que interagiram com os grupos aminos protonados. O afastamento do ion foi

realizado com o sistema em pH=6,5.

HP11:02

Fonte: Autor (Juréus & Langel, 1996)

A.Figura 38 retrata a analise grafica da forca de afastamento do ion
fosfato dos grupos amino protonados da quitosana O aumento da forca é
observado em 2 regides do grafico (regides destacadas) o que significa que
ocorre a formacdo de interacbes em 2 momentos distintos, no primeiro
momento forma-se interagdes mais fracas e no segundo momento interagdes

mais fortes. O primeiro rompimento ocorreu com um grupo amino protonado e
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0 segundo ocorreu com os outros 2 grupos amino protonados e por iSso o

segundo pico € maior.

Figura 39 Representacdo do desligamento do ion fosfato da quitosana apds o

seu desprendimento da concavidade onde havia interagdes do tipo ion-dipolo.

HP11:02

Fonte: Autor (W. Humphrey et al., 1996b)

A Figura 39 representa o ion fosfato e a quitosana apds o rompimento
das interagdes do tipo ions-dipolo com a quitosana (discutidas na Figura 38). A
formacgao das interagdes com os grupamentos amino protonados da quitosana
€ uma informagao bastante valiosa ja que as analises obtidas na simulagéo por
dinamica molecular (Figura 33a e Figura 33b) mostraram que a hidroxila
O6HO6 da quitosana mostrou ser um sitio especifico de interagcdo com o ion
fosfato. Nesse sentido através da Figura 36, Figura 37 e Figura 38 pdde-se
observar que os grupamentos amino protonados da quitosana também sé&o
sitios de interagdo com o ion fosfato, confirmando teoricamente o promissor
potencial da quitosana como adsorvente dos ions fosfato em solugdo aquosa.

Nesse sentido, infere-se que a quitosana possa realizar mais interacdes
com o fosfato em simulagbdes futuras desde que os ions sejam desenhados
mais proximos das hidroxilas e dos grupos amino protonados ou que o sistema

seja mais saturado com ions fosfato. Portanto, a quitosana pode ser utilizada
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profilaticamente no tratamento da hiperfosfatemia ja que ela adsorve os ions

fosfato.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho possibilitou a reparametrizacdo de quitina e
quitosana no campo de forga OPLS-AA. A validagcdo foi feita através de
calculos por dindmica molecular no vacuo de ambos os sistemas onde os
parametros obtidos para os polimeros no OPLS-AA foram comparados com 0s
parametros obtidos para os compostos no campo de forcga GROMOS53a6 que
ja estavam consolidados na literatura.

Com base nos parametros validados da quitosana no campo de forca
OPLS-AA foi possivel simular novos sistemas, sendo que um deles era
formado por quitosana, 20 ions fosfato, agua e cloreto de sdédio. O outro
sistema foi composto por quitosana, 1 ion fosfato, agua e cloreto de sédio.

No sistema contendo 20 ions fosfato foi possivel perceber a formacgao da
interacao ion-dipolo do fosfato com os grupos hidroxila da quitosana. Porém no
sistema contendo 1 ion fosfato, a metodologia umbrella sampling mostrou que
ocorreram a formacdo de interacbes ion-dipolo entre o ion fosfato e os
grupamentos amino protonados da quitosana, classificando assim os grupos
hidroxilas e amino protonados da quitosana como sitios de quelacao do fosfato
€ por isso a quitosana se mostrou um importante material na remocao de
fosfato através da adsorcao.

Pode-se sugerir que a quitosana pode ser utilizada profilaticamente no
tratamento da hiperfosfatemia, pois ela possui capacidade adsorvente para
remocao dos ions fosfato geradores de tal enfermidade o que pode ser
confirmado através dos calculos por dindmica molecular e por PMF que
elucidaram a formacao de interacbes entre esses componentes em solucao

aquosa.
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