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RESUMO

Neste trabalho, os métodos computacionais de simula¢do por dindmica cldssica e quantica
foram usados para a obtencdo das propriedades moleculares dos trés agregados distintos, que
sao formados pelo biopolimero de quitosana com as moléculas organicas dos herbicidas
diclofop, metildiclofop e glifosato. A quitosana por ser um material biodegradavel, 100%
biocompativel com o ser humano, possuir uso farmacéutico e tecnoldgico, com alto potencial
quelante de herbicidas, corantes e até mesmo de metais pesados, foi escolhida para remover
esses herbicidas de ambientes aquaticos através da simulagdo do processo de biossorgao. Este
estudo utilizou de simulagdes por dindmica molecular classica e quantica para a
caracterizagdo das interacdes envolvidas nesses processos de adsor¢do. Os sistemas
modelados por dinamica cldssica com o biopolimero e os herbicidas foram solvatados com
4gua e também foram adicionados um pequeno excesso (neutralizante) de ions sédio (Na") e
cloretos (Cl') para atingir a forca i6nica de ambientes aquaticos. As cargas negativas dos
grupos especificos do glifosato (CO," ¢ PO3H) e do diclofop (CO;) influenciaram na
biossor¢ao desses herbicidas e aumentaram o grau de interagdes atrativas, devido a interagdes
eletrostaticas mais numerosas e mais fortes com os grupos aminoprotonados (NH3") da
quitosana em comparagdo com o herbicida metildiclofop. As energias livres de liga¢do do
glifosato [-29 (3) kJ/mol] e do metildiclofop [-18 (7) kJ/mol] com a quitosana, obtidos pela
metodologia L/E nas dindmicas moleculares classicas de equilibrio (DM), confirmaram a
espontaneidade de ambas biossor¢des, sendo que o glifosato apresentou um maior grau de
adsorcdo. Os potenciais de for¢a média (PMF) calculados a partir das dindmicas moleculares
direcionais (SMD) com a metodologia umbrela sampling (ou amostragem guarda chuva)
revelaram que o diclofop [-110 (2) kJ/mol) também apresentou maior energia de ligacdo em
moédulo do que o metildiclofop [-48 (4) kJ/mol]. Além disso através dos potenciais de
Coulomb e de Lenard-Jones foi possivel observar a maior contribuicdo das interagdes
eletrostaticas em relacao as interagdes de Van der Waals para o diclofop. Em contrapartida, as
interacdes de Van der Waals do metildiclofop com a quitosana contribuiram mais para a
formacdo do complexo. Além disso, através do mais recente método de dinamica quantica
semiempirica em solvente implicito, com o campo de for¢a GFN2-xTB, foi confirmado a
formac¢do das intera¢des intermoleculares no sistema contendo o metildiclofop. Este método
quantico também confirmou a estabilidade desse complexo, que exibiu o menor valor de
RMSD = 0,5 (1) nm durante a simulagdo em comparagao com o RMSD cléssico que foi igual

a 1,1 (1) nm. O nimero de ligagdes de hidrogénio [de 44 (4), e desvio padrdo de 9,46%] ao



redor do agregado estabilizaram esse complexo e influenciaram no valor do RMSD obtido na
DM. Com base em todas essas informagdes, a quitosana ¢ apresentada aqui como um
excelente material bioadsorvente de herbicidas devido ao seu alto grau de quelacdao desses

compostos, além de ser um material biologicamente compativel com o ser humano.

Palavras-chaves: Dinamica molecular clédssica, dindmica molecular quantica, biossor¢ao,

quitosana, herbicidas, energia livre de ligagdo, mecanismo de interagao.



ABSTRACT

In this work, computational methods based on classical and quantum dynamics simulation
were used to obtain the molecular properties of the three distinct aggregates, which are
formed by the chitosan biopolymer with the organic molecules of the herbicides dicylofop,
methyldicylofop, and glyphosate. Chitosan, is a biodegradable material, 100% biocompatible
with humans, with pharmaceutical and technological use, with high chelating potential of
herbicides, dyes and even heavy metals. It was chosen to remove these herbicides from
aquatic environments through the simulation of the biosorption process. This study used
classical and quantum molecular dynamics simulations for the characterization of the
interactions involved in these adsorption processes. The systems modeled by classical
dynamics with the biopolymer and the herbicides were solvated with water and a small excess
(neutralizing) of sodium (Na") and chloride (CI") ions were added to achieve the ionic strength
of aquatic environments. The negative charges of the specific groups of glyphosate (CO," and
PO;H") and dicylofop (CO;") influenced the biosorption of these herbicides and increased the
degree of attractive interactions, due to more numerous and stronger electrostatic interactions
with the amino-proton groups (NH3") of chitosan compared to the methyldicylofop herbicide.
The binding free energies of glyphosate [-29 (3) kJ/mol] and methyldiclofop [-18 (7) kJ/mol]
with chitosan, obtained by LIE method in equilibrium classical molecular dynamics (DM),
confirmed the spontaneity of both biosorptions, with glyphosate showing a higher degree of
adsorption. The mean force potentials (PMF) calculated from the directional molecular
dynamics (DMP) with the umbrella sampling methodology revealed that dicyclofop (-110 (2)
kJ/mol) also showed a higher degree of biosorption than methyldicyclofop (-48 (4) kJ/mol).
Furthermore, through the Coulomb and Lenard-Jones potentials it was possible to observe a
greater contribution of electrostatic interactions than Van der Waals interactions for diclofop.
In contrast, the Van der Waals interactions contributed more to the formation of the complex
methyldicyclofop-biopolymer. Furthermore, these intermolecular interactions were confirmed
by the latest semiempirical quantum dynamics method in implicit solvent with the GFN2-xTB
force field. This quantum method also confirmed the stability of this complex, which
exhibited the lowest RMSD value = 0.5 (1) nm during the simulation compared to the
classical RMSD which was equal to 1.1 (1) nm. The number of hydrogen bonds (of 44 (4),
and standard deviation of 9.46%) around the aggregate stabilized this complex influenced the

RMSD value obtained in DM. Based on all this information, chitosan is presented here as an



excellent bioadsorbent material for herbicides due to its high degree of chelation of these

compounds, besides being a biologically compatible material for humans.

Keywords: classical molecular dynamics, quantum molecular dynamics, biosorption,

chitosan, herbicides, binding free energy, interaction mechanism.
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Capitulo 1
INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 - O herbicida metildiclofop

Na tultima década, as vendas globais de herbicidas chegaram a US$ 17 bilhdes anuais.
Apesar de serem utilizados para o aumento da produtividade agricola, muitos herbicidas podem
causar danos aos organismos vivos, como por exemplo, o efeito do herbicida metildiclofop na
tiredide de peixes-zebra (Danio rerio) que ¢ um animal amplamente utilizado na avaliacao da
toxicidade de drogas, pois as sequéncias de seu genoma em compara¢do com o humano
atingem 87% de homologia. = Esse defensor quimico ¢ classificado pela agéncia européia de
produtos quimicos com toxicidade aguda nivel 4, ¢ a sua producao ¢ feita pela empresa Bayer
CropScience Ltda. Em 5 de dezembro de 2008, o seu uso foi proibido na unido européia (UE),
porém em 2011 um novo pedido de revisdo conseguiu reverter tal proibi¢do até o ano de 2023.
Os indices permitidos para o diclofop na UE sdo: dose diaria aceitavel, ADI = 0,001 mg/kg
corporal/dia, dose aguda de referéncia, ARFD = 0,03mg/kg corporal/dia e nivel aceitavel de
exposi¢ao do operador, AOEL = 0,003mg/kg corporal/dia. No Brasil esse herbicida ¢
identificado como perigoso ao meio ambiente (classe III). (EUROPA.EU, [s. d.]) Esse
agroquimico pode ser distribuido na agua, solo sedimentar e biota. O nome comercial do
herbicida metildiclofop ¢ Illoxan, sendo classificado como um composto organoclorado que
possui formula molecular CH4Cl,O4, cujo nome IUPAC ¢ 4cido [methyl 2-[4-(2,4
dichlorophenoxy)phenoxy] propanoate, sendo a sua massa molar igual a 341,2 g mol”. Esse
composto possui uma regido lipofilica, na qual estdo presentes um éter € um diclorobenzeno,
sendo que os cloros estdo representados por duas ligagdes de maior comprimento no anel
aromatico. Na outra extremidade da molécula, h4d uma regido polar cujo grupamento funcional

éster de acido carboxilico que € responsavel por interagir com a quitosana, Figura 1.

12


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/homology
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dichlorobenzene

Figura 1- (A) Molécula do herbicida metildiclofop (cdédigo Pubchem 39985) no modelo licorice
(B) Formula estrutural do metildiclofop criada através do programa ACD/ChemSketch
(Freeware 2012) versao 14.0/2013.5

(A) (B)

Fonte: Autor, (a) através do VMD(HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996a) ¢ (b) através
do programa ACD/ChemSketch (Freeware 2012) versao 14.0/2013.5(HUNTER, 2009)
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1.2 - O herbicida diclofop

O diclofop ¢ o principal produto de degradagao do metildiclofop, sendo classificado
como um composto organoclorado que possui formula molecular C,sH;,Cl,04 € nome IUPAC
acido [(R,S)-2-[4-(2,4-dichlorophenoxy)phenoxy] propandico, sendo a sua massa molar igual a
3272 ¢ mol™. O isomero R é a forma ativa deste herbicida, nas ervas daninhas. No entanto, a
proteina albumina de soro humano sofre maior inibi¢do pelo isomero S.(DING et al., 2020a)
Esse agroquimico pode ser distribuido na agua, solo sedimentar e biota. E um herbecida
seletivo no qual inibe a atividade enzimatica da acetil coenzima A carboxilase (ACCase ou
acetil-CoA carboxilase) somente de gramineas, salvo algumas excegdes. As gramineas
metabolizam mais lentamente o diclofop do que os vegetais da cultura e por isso sdo mais

sensiveis a esse herbicida. (EMBRAPA, 2021)

A detecgdo de diclofop no ambiente ¢ de fundamental importancia para a prote¢do da
biota local e pode ser realizada através de nanobiossensores com a ponta do cantilever
funcionalizada. Em trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa deste trabalho, um
nanobiossensor com especificidade para deteccdo de diclofop foi desenvolvido usando a
enzima ACCase, sendo que as medidas obtidas experimentalmente corroboraram com os
resultados tedricos produzidos por simulacdo computacional, na qual utilizou-se de modelos
teoricos de docking molecular, simulagdes por dindmica molecular e dindmica molecular
direcional (SMD), baseados na biomimética do mecanismo de agdo de herbicidas em plantas , a
fim de simular a deteccdo do herbicida, sendo que para isso a ponta do cantilever foi
funcionalizada com a enzima acetil-CoA. De acordo com esses e outros estudos, o diclofop
inibe a atividade enzimatica da ACCase. A inibicdo da ACCase, presente em espécies de ervas
daninhas, interrompe a biossintese de 4cidos graxos, resultando em morte de plantas gramineas.
Esse contaminante ¢ utilizado em aplicagdes poOs-emergente, ou seja, realizadas apds a
emergéncia de plantas infestantes nas culturas de cebola, feijao, soja e trigo, antes que elas
interfiram no desenvolvimento das culturas, devido a competi¢do por nutrientes, luz, agua

dentre outros. (AMARANTE et al., 2014; FRANCA, Eduardo F et al., 2011)

Esse composto € um éter aromatico do o acido 2- (4-hidroxifenoxi) propandico, no qual
0 hidrogénio do grupo hidroxi foi substituido por um grupamento 2,4-diclorofenil. A Figura 2
representa a estrutura do diclofop com codigo Pubchem CID 38687.(PUBCHEM, [s. d.]) este

herbicida possui uma regido lipofilica, na qual estdo presentes um éter ¢ um diclorobenzeno
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/element/Hydrogen
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dichlorobenzene

aromaticos. Nas regides polares da molécula de diclofop hd um grupamento do tipo acido
monocarboxilico e um diéter, Figura 2. Na faixa de pH neutro o diclofop apresenta o seu grupo

carboxilico desprotonado. (AMARANTE et al., 2014)

Figura 2 - Formula estrutural de Lewis do diclofop (a) diclofop protonado em pH > 7 e (b)
diclofop desprotonado em pH = 6,5

cl Q cl i
o -
CHs CHg
cl cl

(a) (b)

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch (Freeware 2012) versio 14.0/2013.°
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1.3 - O herbicida glifosato

Na ultima década, o uso global de formulagdes a base de glifosato chegou a
aproximadamente 825.000 toneladas/ano, aplicados numa area total de cerca de 400 milhdes de
hectares em todo o mundo.(BENBROOK, 2016)(SOUKUP et al., 2020) Este ¢ um herbicida
de amplo espectro mais usado como ingrediente ativo em formulagdes agricolas. Assim sendo,
¢ o principal defensivo quimico usado globalmente para o controle de ervas daninhas, tendo
como alvo a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) na via do chiquimato,
encontrada em plantas e alguns microrganismos.(FERREIRA; FRANCA; LEITE, 2017;
MOTTA; RAYMANN; MORAN, 2018)

A larga utilizagdo por grandes periodos o torna um contaminante do solo e de sistemas
aquaticos, sendo necessaria a sua remoc¢ao. Além de seu uso contra ervas daninhas, nos seres
humanos, os pesticidas sdo conhecidos por afetar adversamente os sistemas nervoso,
gastrointestinal, reprodutivo, respiratorio, endocrino e serem agentes cancerigenos.(SINGH et
al., 2020y(BHATT et al., 2021) Em 2015, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
o classificou como um carcindgeno Classe 2A, sendo assim o interesse global por esse produto
quimico disparou principalmente no que diz respeito a exposicdo da populacdo em

geral. (NOVA; CALHEIROS; SILVA, 2020)

A literatura cientifica mostrou inumeras controvérsias em relagdo a pesquisa global de
glifosato, além de relatar a sub-representacdo dos paises em desenvolvimento na pesquisa sobre
esse contaminante (embora nesses locais haja um alto nivel de consumo desse defensivo
quimico).(KLINGELHOFER et al., 2021) O Brasil, por ser um dos maiores produtores de soja
do mundo, estd entre os paises com maior consumo de glifosato(MENDONCA et al., 2020),
juntamente com Estados Unidos da América, China e Argentina. Além disso, foram observados
o grande financiamento cientifico pelo departamento de agricultura dos Estados Unidos e pela
empresa Monsanto (empresa produtora do roundup), que € auxiliada economicamente pelo
governo estadunidense, além dos interesses de todo o mercado agricola, pois o glifosato ¢ um
herbicida de custo relativamente baixo, abundante no mercado, nao seletivo e bastante eficaz
no combate as ervas daninhas e ha poucas espécies que possuem tolerancia ao

glifosato.(OZKARA; AKYIL; KONUK, 2016)(MARQUES et al., 2021)

A quantidade de defensivo quimico que ndo ¢ absorvida pelas plantas, causa a

contamina¢do do meio ambiente, em particular da agua e, por isso ha criticas severas ao uso
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desenfreado desses produtos e existem grandes preocupagdes sobre os efeitos nocivos
noticiados que esses desperdicios provocam. Em 2020, um estudo mostrou que a formulagdo
Roundup (mistura na qual o ingrediente ativo ¢ o glifosato) ¢ prejudicial a satide de gametas
masculinos de porcos. (NEROZZI et al., 2020) Embora haja controvérsias em relacdo aos
maleficios do glifosato a saide humana, inimeros prejuizos, como: aos microrganismos do
solo, alteragdes na fertilidade do solo e desequilibrio ecoldgico, bem como os impactos nos
ambientes aquaticos derivados de mudancas na cadeia alimentar e efeitos nocivos em humanos
também sdao relatados na literatura cientifica.(FRANKE et al, 2021)(DE SOUZA;
RODRIGUES; REYES, 2021)

Como dito anteriormente, o glifosato inibe a atividade enzimatica da enzima 5-
enolpiruvil-chiquimate-3-fosfatase sintase (EPSPS). (FERREIRA; FRANCA; LEITE, 2017;
JUNIOR, 2016). Esses compostos atuam através do bloqueio na rota do acido chiquimico, que
¢ essencial na sintese de aminoacidos aromaticos essenciais, fenilalanina, tirosina e triptofano,
0s quais sdo precursores de outros produtos, como lignina, alcaldides, flavonoides e acidos
benzoicos, além de outros importantes precursores de compostos aromaticos, incluindo os
reguladores do crescimento e as fitoalexinas. Por ser soluvel em agua, ¢ conduzido por toda
estrutura da planta e ¢ considerado eficiente por nao ser degradado rapidamente na superficie
das ervas. O glifosato € sistematicamente transportado para o metabolismo alcancando todos os
lugares da planta causando sintomas de morte (“amarelamento” dos meristemas, necrose e
morte em dias ou semanas). (FUNKE et al, 2006; HEAP, 2014; JOHAL; HUBER,
2009)(AMARANTE JR, O. P.; DOS SANTOS, C. R.; BRITO, N. M. ; RIBEIRO, 2002;
BAER; MARCEL, 2014; CARNEIRO et al., 2015)

Em 2017, nosso grupo de pesquisa publicou um estudo relacionado a atuagdao do
glifosato no sitio ativo da enzima EPSPS, com o intuito de fornecer um suporte tedrico no
sentido de auxiliar na constru¢do de um nanobiossensor especifico para quantificar o herbicida
glifosato em amostras de soja para exportagdo. Esse trabalho reportou os resultados das
simulagdes de dinamica molecular direcional nas quais o herbicida foi desvinculado do sitio
ativo da enzima EPSPS ao longo de trés dire¢des diferentes. Apos as simulagdes, os calculos do
Potencial da Forca Média (PMF) foram realizados, a partir de uma expansdo cumulativa de
Jarzynski. (HUMMER, 2001; JUNIOR, 2016; PERISIC; LU, 2014) Os valores de PMF
variaram de acordo com as dire¢cdes do caminho livre de cada simulagdo, exibindo valores de

energia livre de liga¢do 10,7; 14,7 ¢ 19,5 kJ mol'l(FERREIRA; FRANCA; LEITE, 2017).
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Em 2018 nosso grupo de pesquisa também publicou o desenvolvimento do campo de
forca OPLS-AA (all-atom optimized potentials for liquid simulations) para o glifosato, no qual
as cargas atoOmicas parciais ¢ angulos diedros foram obtidos a nivel quantico para a molécula de
glifosato. Nesse estudo, a curva de energia potencial quantica foi utilizada para descrever os
diedros que ainda ndo haviam sido parametrizados (P — C - O —H e P - C — N — H). Os
resultados foram consistentes e mostraram que o herbicida pode ser usado em simulagdes de
DM com o campo de forga atomistico.(FARIA ef al., 2018) Além disso, foram criadas

condi¢des para as simulacdes contendo o herbicida glifosato em diferentes situacdes.

Assim como dito anteriormente, trabalhos envolvendo dinamica molecular direcional ja
foram desenvolvidos nos estudos de inibi¢do enzimatica por contaminantes, como no caso do
diclofop(AMARANTE et al., 2014; FRANCA, Eduardo F. et al., 2011). Além disso, foi obtido
potencial de forca média (PMF, do inglés Potential of Mean Force) da interacdo entre o
glifosato e o sitio de interagdo com a enzima EPSPS no processo de inibicdo enzimatica dessa
proteina com esse herbicida.(FERREIRA; FRANCA; LEITE, 2017) Em 2019, em trabalhos
com o glifosato, Faria et al. desenvolveu o trabalho do célculo do PMF, utilizando a
metodologia Umbrella Sampling, entre a quitosana e o glifosato para avaliar a energia livre de

ligagdo entre essas duas moléculas.(QUIMICA; FARIA, 2019)

Existem outros métodos classicos para obtencao de energia livre de ligagdo, através de
simulagdes de DM, porém o presente trabalho tratou somente do método interacdo linear de
energia LIE (do inglés: Linear Interaction Energy) e da amostragem guarda-chuva ou Umbrella

Sampling. (QUIMICA; FARIA, 2019)

O glifosato pode ser aplicado no solo e na agua para o controle de plantas aquaticas. E
um composto hidrofilico, ou seja, muito solivel em 4gua. Esse composto tem formula
molecular C;HgNOsP (M = 169,1 g/mol), e em condigdes ambientais sua solubilidade em agua
¢ 12 g/L a 25 °C, € pouco soltivel em solventes organicos comuns, tais como: acetona, etanol
entre outros. A sua fusdo normal ocorre a 200 °C e a densidade aparente ¢ de 0,5 g/cm® em
condi¢des ambientes. Em relacdo a sua estabilidade, se apresenta bastante estavel em presenca
de luz, inclusive em temperaturas superiores a 60 °C.(AMARANTE JR, O. P.; DOS SANTOS,
C. R.; BRITO, N. M. ; RIBEIRO, 2002; TONI; DE SANTANA; ZAIA, 2006) A sua estrutura
pode ser encontrada no Pubchem com o codigo 3496. (GLYPHOSATE PUBCHEM, [s. d.])A

representacdo da formula estrutural plana do herbicida glifosato ¢ mostrada na Figura 3. A
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nomenclatura TUPAC dessa molécula ¢ [N-(fosfomonometil)glicina] ¢ em pH = 6,5 essa

molécula possui dois grupos hidroxila desprotonados.(LIU et al., 2016)
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Figura 3 - Representacdo bidimensional do glifosato (a) faixa de pH basico (b) faixa de pH

neutro
o
O /DH NH i O\\ |
e P—0O
Vi \/Lk NP
p, \/ OH _/\\/
HO O OH
(D (I1)

Fonte: Autor, com o modelo de¢ AMARANTE et al., 2002? através do programa ACD/ChemSketch
(Freeware 2012) versao 14.0/201
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1.4 - O biopolimero quitina

A quitina € o mais abundante dos polissacarideos renovaveis no ambiente marinho e o
mais abundante na Terra depois da celulose. E o principal polimero estrutural encontrado na
parede celular dos fungos, garras de lagostas, carapacas de besouros, fungos e plantas
semelhantes. Esse carboidrato também estd presente em peixes, fungos, em exoesqueletos de
insetos e artropodes, mas ausentes em mamiferos. A partir desse carboidrato, obtém-se a
quitosana que ¢ o seu principal derivado, sendo que ambas sdo usadas industrialmente em

diversas aplicacdes. (ABIDIN et al., 2020)(SANTOS et al., 2020y(JOSEPH et al., 2021)

Uma das principais fontes de proteina animal dos paises em desenvolvimento
frequentemente utilizadas para a nutricdo de humanos sdo peixes, camardes e caranguejos. Os
dois ultimos possuem a quitina na sua casca. A Organizacdes das Nacdes Unidas para
alimentagdo e agricultura (FAO) que trabalha no combate a fome ¢ a pobreza por meio da
melhoria da seguranga alimentar, juntamente com o desenvolvimento agricola, emitiu relatdrios
em 2018 que indicaram que cerca de 3,4 milhdes de toneladas de camardes foram capturados
em todo o mundo. O continente asiatico foi a regido que mais capturou camardes, € este se
configura um problema ambiental, pois ¢ acompanhada por um aumento substancial na
quantidade do material descartado em processos manuais e industriais de processamento de
frutos do mar. Sabendo disso, a facil obtencdo da quitina in natura torna-se atraente, pois ela
pode ser extraida a partir da matéria-prima encontrada nos descartes residuais da industria
pesqueira (MATHUR; NARANG, 1990)(PILLAI, K. S.. PAUL, W AND C. P.,
2009)(VESTBO et al., 2018)(CAUCHIE, 2002)(FERNANDO et al., 2016).

Muitas pesquisas estudaram a obten¢do de compostos valiosos a partir da casca de
camardo, que ¢ a principal fonte desse produto quimico com alto valor agregado, como a
quitina. Esse biopolimero ¢ considerado pelos institutos de pesquisa alimenticias, médicas e
nutricionais nos Estados Unidos e na Europa como o sexto fator essencial para a satde humana,
depois de proteinas, gorduras, agucar, vitaminas e minerais. Essa substancia pode ser usada
como excelentes biomateriais médicos, novos materiais de protecdo ambiental
(descontaminacao), biofilmes em embalagens para a industria alimenticia, carreador de
farmacos, dentre outros. A importancia desse biopolimero em varias industrias emana de suas
propriedades Unicas, como: ndo toxicidade, biocompatibilidade, alta capacidade de adsor¢do e

biodegradabilidade. (ARBIA et al, 2013)(AHMAD et al., 2020)(WANG, Huarui et al.,
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2020)(GHORBEL-BELLAAJ et al, 2013)(CAMPANA et al, 2007)(BHATNAGAR;
SILLANPAA, 2009; COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006; PAULINO et al.,
2007)

A unidade dimérica fundamental da quitina ¢ a quitobiose, que contém a ligacao
glicosidica do tipo B(1-4), gerando o dimero N-acetil-B(1-4)-D-glicosamina, de acordo com a
Figura 4. A unidade monomérica possui nome IUPAC 2-acetamido-2-deoxy-hexopyranose.

(ABIDIN et al., 2020) (SANTOS et al., 2020y (JOSEPH et al., 2021y (BRIGODE et al., 2020)

Figura 4 - Unidade de quitobiose de quitina, os grupos N-Acetil glicosamina (GlcNAc) estdo na

cor azul, sendo n o grau de polimerizagio, onde R' representa grupos GIcNAc.
H3C o
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CHy
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Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch (Freeware 2012) versdo 14.0/2013.(HUNTER,
2009)

A quitina encontrada em caranguejos esta presente na forma polimérica, poli-p-(1->4)-
N-Acetil-D-glicosamina, ¢ um pd incolor, semicristalino, que ¢ pouco soluvel em 4gua,
solventes organicos, acidos e alcalis diluidos. Este ¢ um biopolimero pertecente ao grupo dos
carboidratos e possui formula molecular (CgH;305N),, onde n = nimero de mondmeros. A
Figura 5 representa um decamero de quitina com n = 10.(CRINI, 2019; FERNANDO et al.,
2016)(VACHOUD; ZYDOWICZ; DOMARD, 2000)
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Figura 5 - Representagdo do filamento decamérico de quitina formada com n = 5.

O:/
NH 0 O NH 0 O NH 0 NH 0 NH 0

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

oxigénios das ligacdes glicosidicas estao destacados em azul.
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1.5 - O biopolimero quitosana

Como citado anteriormente, a quitina ¢ um biopolimero muito abundante, de facil obtengado e ¢
extraida de residuos de frutos do mar como camardes, caranguejos, lagostas e etc. O seu
principal derivado ¢ a quitosana e esta também possui inumeras aplicacdes e pode ser usada
como biocida, inibidor de corrosdo e em aplicagdes tecnoldgicas nas industrias em geral.

(CHEN, Aijun et al., 2021y(HADIDI et al., 2020)

A exposicdo aos herbicidas pode causar danos irreparaveis a saude ou acabar com a vida dos
seres vivos que a eles sdo expostos. Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento ¢ a
utilizacdo de materiais que atuem de maneira eficiente na remocao desses contaminantes dos
ambientes contaminados por eles. Entdo, a fim de seguir os principios da quimica verde com o
desenvolvimento sustentavel de novos materiais se deve utilizar matérias-primas que sejam
biodegradaveis, biocompativeis, renovaveis, de facil obtenc¢ao e de baixo custo como a quitina
e a quitosana. Diversos métodos podem ser usados para a remocao dos herbicidas de 4guas
residuais, dentre os quais cita-se: adsor¢dao, oxidagdo e ozonizagdo. No entanto, nenhum
método ¢ de fato tao eficiente e tdo economicamente viavel como a remog¢ao de contaminantes
por biopolimeros de fontes renovaveis como, por exemplo, a quitina € a quitosana. Assim
sendo, ha relatos de que a biossor¢do de contaminantes por diferentes membranas contendo
quitosana, Figura 6, sdo as que apresentaram os melhores resultados para o tratamento de agua
contaminada com defensores quimicos que sdo nocivos a saude humana. (BOAMAH et al.,
2015; CARNEIRO et al., 2015)(CAO et al., 2020)(DE ALBUQUERQUE et al., 2018)(DING
et al., 2020b)(VERMA, Maya, 2020; VERMA, R; GUPTA, 2015)(GUO et al., 2021)(FENG
et al., 2020y (FENG; SORIC; BOUTIN, 2020)
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Figura 6 - Esquema idealizado da biossorcao pelo biopolimero de quitosana em ambientes

aquaticos contaminados com diclofop.

(b)

Para ser considerada quitosana, a quantidade de grupos acetilados devem ser no maximo
50%, ou seja, o grau de acetilacdo da molécula (GA) deve ser GA < 50%. A unidade dimérica
fundamental da quitosana ¢ a quitobiose, que contém a ligacao glicosidica do tipo B(1-4) que

forma o dimero [B-(1,4,)-2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e B-(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-
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glicopiranose, de acordo com a Figura 7. A unidade monomérica desacetilada possui nome
IUPAC 2-amino-2- deoxi-D-glicopiranose. (ABIDIN et al., 2020y (SANTOS et al., 2020y
(JOSEPH et al., 2021y(BRIGODE et al., 2020y (ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015)

Figura 7 - Unidade de quitobiose de quitina, os grupos em azul sao de N-Acetil glicosamina
(GIcNAc) e em vermelho os grupos glicosamina (GIcN), sendo n o grau de polimerizacao de

ambas. R', R% R’ podem ser GIcNAc ou GlcN

H3ﬂ~kf_,_.:0
: oM NH OH NH,
R—1—0-_% o gu';ﬁ-‘-]——ﬂl _— = R —0._ % n HG‘]‘L,- R’
HON e ™ gy HO! A st AR
MiH \DH WH £
o= ; CH

=3 G::(\
CHy CH,

(GlcNAc) (GlchAc) —p (GlcNAL) (GicN)

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

Os estudos computacionais relacionados a interacdo dos herbicidas com biopolimeros
quitosana sdo importantes para a descri¢do a nivel molecular do mecanismo de interagdo de
adsorcdo desses poluentes com essas membranas biopoliméricas. No presente trabalho serdao
reportadas simulacdes de quitosana com trés herbicidas, que sdo o metildiclofop o diclofop e o

glifosato.(QUIMICA; FARIA, 2019)

A quitosana por possuir grupamentos amino (pKa ~6,5) terd grupos aminoprotonados
em pH 4cido e neutro, por isso os estudos reportados na literatura relataram a adsorg¢do de ions
por quitosana, que ocorrem devido as interagdes eletrostaticas coulombicas envolvendo os
grupos amino ¢ aminoprotonados. Neste trabalho, o modelo quitosana possui os grupamentos
protonados e desprotonados alternados na sua estrutura. O biopolimero possui grau de
acetilacdo igual a 20% (GA = 0,2), sendo que os residuos acetilados sdo situados no segundo e
no nono anel, sendo o grau de protonagao igual a 40% (GP = 0,4), Figura 8. O grau de
protonacdo da quitosana foi ajustada para reproduzir o pH = 6,5.(CUNHA et al., 2013;
FRANCA, Eduardo de Faria, 2009)
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Figura 8 - Decamero de quitosana e seus respectivos residuos. Os grupos acetil estdo no
segundo e nono mondmero. Os grupos aminoprotonados estdo destacados em azul e os grupos

N-acetil em vermelho e grupo amino desprotonados em preto.

o NH;
OH ?: o OH NH, 0 OH NH, 0 OH NH, 0 OH 5 oH
o] HO 0 HO 0 HO o HO NH ™0
HO N, 0 OH NH; OH NH; OH NH; OH OH

>
o}

Fonte: Autor, através do programa ACD/ChemSketch (Freeware 2012) versao 14.0/2013.
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1.6 - Dinamica molecular classica (DM), dirigida (SMD) e o calculo da energia

livre de ligacao

A dindmica molecular (DM) ¢ a ciéncia da simulagdo de movimento de um sistema de
N particulas de acordo com as equacdes classicas de movimento de Newton. E um campo
estimulante, ndo apenas na interface da teoria e experimento, mas também no encontro da
matematica, biologia, quimica, fisica e informatica. De acordo com schlick (1996, p.219) pode-
se entender a DM como uma inteligéncia similar a aquela dita por Laplace (1749-1827) ha

quase dois séculos

“Uma inteligéncia que pudesse, a qualquer momento, compreender todas as forcas pelas
quais a natureza ¢ animada e as respectivas posi¢oes dos seres que a compdem e, além
disso, se essa inteligéncia fosse suficientemente abrangente para submeter esses dados a
analise, englobaria nessa formula tanto os movimentos dos maiores corpos do universo
¢ os do atomo mais leve: para ela nada seria incerto, ¢ o futuro, assim como o passado,
seria presente aos seus olhos. A mente humana nos oferece, na perfeigdo que deu a

astronomia, um fraco esbogo dessa inteligéncia.”

A DM ¢ a capacidade de analisar e prever o movimento das moléculas bioldgicas e fornece a
ligacdo entre o passado e o futuro. Claramente, uma imagem estdtica de uma biomolécula
obtida da cristalografia de raios-X, mesmo sendo extremamente valioso, ainda ¢ insuficiente
para compreender uma ampla gama de eventos moleculares envolvidos na atividade biologica,
por exemplo. Ela fornece apenas uma visdo média e congelada de um complexo sistema, mas
as moléculas sdo entidades dindmicas, com seus atomos constituintes interagindo
continuamente entre si € com seu ambiente. Desta forma, DM ¢ necessario para explicar a
ampla gama de estados termicamente acessiveis de um sistema e conectar estrutura a funcao.
Ao seguir a dindmica de um sistema molecular no tempo, podemos obter uma rica quantidade
de informagdes sobre flutuagdes atdmicas médias, capacidades calorificas, taxas de mudangas
de configuracdo, ligacao receptor-ligante, energia livre de ligacao e varios tipos de movimentos

e, em ultima andlise, talvez, dobramento de proteinas. (SCHLICK, 1996)

A DM, em principio, ¢ a simulagdo do movimento sob a influéncia de um campo de
forga especificado seguindo configuragdes no tempo de acordo com as equacdes de movimento
de Newton. Essas equagdes sdo escritas para um sistema de N atomos com equagdes

diferenciais de primeira ordem que serdo mostradas na metodologia.
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Na mecanica molecular, a molécula ¢ considerada como um sistema mecanico, no qual
as particulas s3o atomos e as molas sdo as ligacdes. Potenciais aditivos simples, aos pares, sdo
entdo construidos para expressar como os atomos do composto se esticam, vibram e giram em
torno das ligagdes em resposta a forgas intra e intermoleculares. Essencialmente, essa energia ¢
parametrizada na base de trés fontes principais: mecanica quantica (quando disponivel),
medi¢des experimentais (espectros vibracionais, conformagdes moleculares, calores de
formagdo, fungdes termodinamicas, momentos dipolares, propriedades cristalinas, etc.), bem
como tentativa e erro, para reproduzir propriedades observadas de sistemas modelo.

(SCHLICK, 2010)

Embora existam muitas variagdes nas expressdes de energia potencial que governam as
simulagdes de moléculas numa DM, os componentes basicos sdo os termos ndo ligados e
ligados. Na primeira categoria sdo normalmente utilizados os potenciais de Lenard-Jones (Ery)
e de Coulombic (Eqq) €, na segunda, energias de ligacdo (Ejigacao) da ligagdo covalente, termos
angulares entre trés 4tomos (Eane) covalentemente ligados e o termo torsional de angulo diedro

(Etors) para quatro atomos ligados.(RIZZO; JORGENSEN, 1999)

Uma vez que estabelecemos esta fun¢do de energia aproximada, a minimizagdo fornece
informacdes sobre regides favoraveis no espago de configuracao e a integracao das equagdes de
movimento revela a dindmica do sistema sob a influéncia do campo de forca associado. Assim,
as equagoes do movimento de Newton sdo fundamentais porque se relacionam trés grandes
quantidades: tempo, configuracdo e energia. Além de fornecer informagdes dinamicas
continuas, a DM também ¢ usada hoje como uma ferramenta de busca conformacional para
contornar o problema de multiplos minimos € como um veiculo para refinar dados de raios-X
ou RMN (ressondncia magnética nuclear) de baixa resolucao.(MACKERELL; BANAVALI,
FOLOPPE, 2001)

Uma das informagdes que se pode obter por DM ¢ a energia livre de ligagdo, e esta foi
explorado no trabalho de Aqvist et al., que introduziu um procedimento baseado em teoria
energia de interacao linear L/E (do inglés: Linear Interaction Energy). Neste modelo, a energia
livre de interagcdo de um soluto com seu ambiente ¢ uma funcdo linear da energia eletrostatica
(Coulomb) mais a energia de Van der Waals (Lenard-Jones). Para um ligante que se liga a uma
biomolécula, as diferencas nas interagdes entre o ligante no estado ndo ligado e aquele ligado
no complexo, em seguida, fornece uma estimativa da energia livre de ligagdo, AGyping. Nesse

trabalho foi estimado as energias livres de ligagcdo entre os herbicidas e a quitosana para propor
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0 uso desse biopolimero na composi¢do de removedores de herbicidas de corpos aquaticos
contaminados. (DUFFY; JORGENSEN, 2000)(NGO et al., 2021; WANG, Wei; WANG;
KOLLMAN, 1999)

Além disso, outros métodos de DM podem ser utilizados para a obtengdo da energia
livre de ligacdo entre os herbicidas e a quitosana. As simulagdes de DM sdo executadas em
funcdo do tempo. As regides no espago de configuracao em torno de um minimo de energia sao
tipicamente bem amostradas, enquanto regides de energia mais alta raramente sao amostradas.
Para eventos raros (aqueles com uma barreira de energia significativamente maior que kgT)' a
amostragem direta ¢ inviavel. Para obter um perfil de energia, no entanto, esses eventos raros
(regides de alta energia) também sdo necessarios. Diversas técnicas foram desenvolvidas para

amostrar tais eventos raros.

Neste trabalho, foi abordado a técnica de amostragem guarda-chuva ou Umbrella
Sampling em que a coordenada de reagdo ¢ restringida e puxada para um valor alvo por um
potencial enviesado. Usualmente, a amostragem guarda-chuva ¢ feita em uma série de janelas,
que sdo combinadas através do método de andlise de histograma ponderado (WHAM). No pos-
processamento, os resultados das diferentes janelas sdo combinadas para resultar em um perfil

global de energia livre A.(HUB; DE GROOT; VAN DER SPOEL, 2010)

O potencial de polarizacdo pode ser variado para puxar o sistema de um estado para
outro em vez de manté-lo fixo. Se essa variacdo for lenta em comparacdo com o tempo de
relaxamento do sistema, a analise pode ser realizada assumindo um estado de equilibrio do
sistema, ou seja, as forcas médias nas coordenadas de reacdo podem ser amostradas e
integradas. Essa abordagem ganhou popularidade sob o nome de DM dirigido ou direcional
SMD (do inglés: Steered Molecular Dynamic). O SMD simula diretamente a for¢a no cantilever
do microscopio agindo, por exemplo em uma proteina.(FRANCA, Eduardo F. et al,

2011)(PARK et al., 2003)

' kgT, onde kg é a constante de boltzman = 1,380649 x 103 m? kg s?K'eTéa temperatura

em Kelvin.
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1.7 - Dinamica quantica semiempirica

O mais recente avango na utilizagdo dos métodos semiempiricos ou SQM (do inglés:
semiempirical quantum mechanical) deu-se no desenvolvimento e utilizagao do campo de forga
para a realizagdo de dinamicas moleculares quanticas com sistemas com mais de 1000 atomos.
Nesse sentido os elementos do bloco s, p, d e os lantanideos até o radonio com Z = 86, foram
parametrizados utilizando métodos quanticos e viabilizam uma descricdo acurada a nivel
mecanico quantico da interacdo da biomolécula de quitosana como os herbicidas organicos

simulados neste trabalho. (NEUGEBAUER et al., 2020)

A Dinamica molecular direta ou on the fly, ¢ também denominada de dindmica molecular de
Born-Oppenheimer ou BOMD (do inglés: Born-Oppenheimer Molecular Dynamics) ¢
semelhante a dinamica molecular classica (os graus de liberdade sdo substituidos por potenciais
intra e intermoleculares que consistem no campo de forga), exceto pela necessidade de célculo
da fun¢do de onda, relacionado a estrutura eletronica para o célculo das interacdes, em cada
passo da trajetéria. Em cada ponto do trajeto, a energia potencial, e seus gradientes (primeira
derivada) foram calculados utilizando métodos mecanico-quanticos que determinam a estrutura

eletronica. (SILVA, 2020)

Considerando que a quimica quantica visa obter a densidade eletronica de sistemas
moleculares, para descrever reagcdes quimicas, a partir das otimizacdes de geometria, calculos
de frequéncia vibracional e correlagdes eletronicas utilizando a metodologia DFT (do inglés:
Density Functional Theory), que € Util para sistemas contendo até algumas centenas de 4tomos.
(KOCH; HOLTHAUSEN, 2001; STEPHENS ef al., 1994) Dessa forma, os métodos SQM, em
especial, podem fornecer uma rota alternativa bem conhecida porque sdo pelo menos duas
ordens de magnitude mais rapidas do que os tratamentos DFT convencionais, pois para
sistemas contendo milhares de atomos as metodologias quanticas atuais, tais como os métodos
ab initio, DFT e semiempiricos ndo eram exequiveis. Nesse contexto, a dindmica de sistemas
com essa grande quantidade de componentes estava limitada somente as simula¢des por
métodos de dindmica molecular que utilizam o campo de forga cléssico, tais como o GROMOS

ou 0 OPLS-AA.(KAMINSKI et al., 2002)

O atual método SQM de dinamica direta que foi executado nesse trabalho, brevemente
descrito a seguir, se beneficia da velocidade do campo de forga, ja utilizado em dinamica

classica, com a precisdo da mecanica quantica. A sua acuracia ¢ comparavel aos métodos SQM
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estabelecidos anteriormente na literatura. Este método viabiliza a obten¢do de propriedades

eletronicas por dindmica quantica para conjuntos com 1000 d&tomos ou mais.

Desde 2017 ha relatos na busca por desenvolvimento de campos de forga que sejam
uteis na realizagdo da dinamica direta. Sendo assim, foi desenvolvido um banco de dados
chamado de GFNn - xTB, sendo n =0, 1, 2 ou FF, que sdo referentes as versdes da atualizagdo
do banco de dados. O campo de forca GFNn - xTB (do inglés, Geometry, Frequency,
Noncovalent, eXtended and Tight Binding) ¢ um banco de dados genérico, parcialmente
polarizavel e completamente automatizado para a descri¢cdo precisa de geometrias, frequéncias
vibracionais, interagdes ndo covalentes, sendo que o termo “x” significa a extensdo do conjunto
de base dos orbitais atdmicos e a forma do hamiltoniano. Este possui pardmetros globais ¢
parametros especificos dos elementos (como cargas atdmicas e raio atdmico) ao invés de
parametros especificos de pares de elementos.(BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019;
SPICHER; GRIMME, 2020)

Essa ¢ uma abordagem tnica dos métodos de GFN e difere fortemente das estratégias de
parametrizac¢do de outros campos de for¢a. Os pardmetros implementados nesse campo de for¢a
foram obtidos por calculos mecanico quanticos sendo que o termo de Huckel para as ligagdes
depende somente da distancia entre os atomos (Rag) € dos parametros especificos dos
elementos (k) que foram parametrizados. Nesse sentido esse campo de forga € bastante versatil
para as aplicagdes em diversos sistemas quimicos de interesse. (MACKERELL; BANAVALI
FOLOPPE, 2001) (SHIVAKUMAR et al., 2010y(NEUGEBAUER et al., 2020; SPICHER;
GRIMME, 2020)(GRIMME; BANNWARTH; SHUSHKOV, 2017)

Assim, apos cada picossegundo de simulagdo, a estrutura e a velocidade em cada
instante, informagdes sobre o comportamento dinamico, dependente do tempo, dos atomos
individuais que compdem o sistema, serd determinada pelo método de mecanica quantica. Esse

método possui as seguintes vantagens: (GRIMME; BANNWARTH; SHUSHKOV, 2017)

As propriedades estruturais em torno do equilibrio, como frequéncias vibracionais e
interacdes ndo covalentes, sdo as principais quantidades alvo. Estes sdo dificeis de obter com
procedimentos ab initio para sistemas com mais de 1000 4&tomos e sdo importantes em muitos
problemas quimicos. As energias das reagdes quimicas ndo fazem parte do conjunto de
treinamento e, portanto, sdo menos precisas do que os métodos SQM de uso geral. No entanto,

algumas propriedades termoquimicas relevantes fora do conjunto de treinamento (energias de
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dissociacdo, afinidades relativas de protons e potenciais de ionizacdo relativos) sdo obtidas com
razoavel precisdo, de modo que as superficies de energia potencial ou PES (do inglés, potential
energy surface) sao uteis para dindmica molecular de alta temperatura e calculos na
modelagem de espectros de massa. Além disso, as entalpias de formagao razoaveis podem ser
obtidas corrigindo as energias de atomizagdo computadas com uma soma sobre os termos
especificos do atomo. A precisdo para energias conformacionais ¢ comparavel ou melhor do

que os métodos SQM existentes.

e A maioria dos métodos SQM emprega conjuntos de base minima dos orbitais atomicos,
que limitam a precisdo e podem levar, as vezes, a resultados ndo fisicos, especialmente
para elementos mais pesados. O conjunto de base GFNn-xTB consiste em um conjunto
de base minimo de fungdes Slater centradas no atomo, aproximadas, aumentadas com
uma segunda func¢do s para hidrogénio para melhorar a descri¢do de ligacdes de
hidrogénio e fungdes de polarizacdo d para elementos na parte superior da tabela
periddica (H, C, O e N) para facilitar a descricio de arranjos de com ligacdes
hipervalentes. As fungdes Slater sdo aproximadas como contracdes de fung¢des padrao
de Gaussianas primitivas (STO- mG)

e O método ¢ aplicavel a diversos sistemas quimicos compostos de elementos de
diferentes regides da tabela periddica e abrange desde moléculas organicas a compostos
inorganicos do grupo principal e complexos metdlicos (de transi¢do). Sistemas
bioquimicos como metaloproteinas, RNA e DNA, e suas interagdes inter e
intramoleculares sdo de interesse primario. Sistemas eletronicamente degenerados
(multiconfiguracionais) sdo tratados por uma abordagem de temperatura eletronica
finita que permite a descricdo qualitativamente correta de birradicais, simetria de orbital

em reagdes proibidas e processos de dissociacdo.

Nesse sentido, apOs a realizagdo da dindmica molecular cldssica, as coordenadas
cartesianas dos atomos na configuracao estrutural termodinamicamente mais representativa da
simulagdo foi utilizada como ponto de partida para a realizagdo da BOMD num programa
quimico quantico, autdnomo e gratuito chamado xtb(GRIMME; BANNWARTH, 2016) como
campo de forca GFN2-xtb. Ele possui gradientes nucleares analiticos, paralelizacdo de
memoria compartilhada, um otimizador de geometria eficiente baseado em coordenadas
normais aproximadas do modelo Hessian de Lindh, dindmica molecular, pesquisas

conformacionais ¢ modulos de otimizagdao de caminho de reagdo. Foi testado em otimizagdes
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de estrutura de proteina completa com até 3000 4tomos, algumas centenas de ps dindmicos para
cerca de 500 atomos e em calculos de tinico campo auto consistente da densidade orbital para
cerca de 10.000 atomos. Além disso, foi desenvolvido um modelo de solvatacao eficiente e
computacionalmente barato complementado com gradientes nucleares analiticos. E baseado no
modelo generalizado de Born para a constante dielétrica do solvente, um termo proporcional a
area de superficie acessivel ao solvente (SA) e uma contribui¢do de ligagdo de hidrogénio. O

programa completo pode ser obtido mediante solicitagdo.(SCIENCES, 2016)
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1.8 - OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo, a elucidagdo mecanistica do potencial quelante de
quitosana sobre herbicidas, através da aplicacdo da DM cléssica e quantica para simular a

remocao desses contaminantes de ambientes aquaticos contaminados por eles.
Objetivos especificos

I) Célculo da formagdo de interagdes especificas entre diferentes herbicidas, metildiclofop,

diclofop e glifosato com a quitosana através de dinamicas classicas e quanticas;

IT) Célculo da energia livre de ligacdo entre a quitosana e os herbicidas para confirmar a

espontaneidade da formacao desses agregados através de dinamica cléssica;
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Capitulo 2
FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 - Mecanica Molecular (MM)

O método tedrico que foi extensivamente usado no presente trabalho, ¢ a Mecanica
Molecular (MM). A MM elucida as propriedades dos sistemas usando as leis da Mecanica
classica de Newton e da termodinamica estatistica.(BARLETTE; FREITAS, 1999) Este ¢ o
campo da mecanica estatistica, que trata de sistemas em equilibrio por fungdes de
probabilidade, e com algumas suposi¢des elementares, conecta os microestados de um sistema
com as grandezas termodinamicas macroscopicas (como temperatura € energia
livre).(WERESZCZYNSKI; MCCAMMON, 2012) Na MM os atomos sdo considerados como
esferas carregadas e unidas por molas com constante de forca caracteristica para cada ligagdo.
Na MM os sistemas moleculares sdo descritos pelas energias de interacdes ligadas que podem
ser de quatro tipos: ligagdes entre dois atomos, angulos de ligagdo entre trés dtomos e os
angulos diedros. Estes ultimos sdo aqueles formados por quatro dtomos. J& as energia das
interagdes de atomos ndo ligados sdo as interagdes eletrostaticas (ligagdes de hidrogénio por

exemplo) e interagdes hidrofobicas ou de Van der Waals .

A 1deia central por tras das simulagdes de DM ¢ estudar o comportamento dependente
do tempo de sistemas microscopicos. Isso € obtido resolvendo as equagdes diferenciais de
segunda ordem representadas pela segunda lei de Newton:

. av(x(t))

F; () = mja;(t) = 250

(1)

Onde F; (t) ¢ a forga resultante que atua no i -ésimo atomo do sistema em um dado ponto no
tempo t, a; (t) ¢ a aceleragdo correspondente e m; ¢ a massa. Na equagdo 1, a configuracdo
instantanea do sistema ¢ representada pelo vetor x (t) que descreve a posi¢do dos N atomos
que interagem no espaco cartesiano (X= {X1,Y1,Z1,X2,Y2,Z2, 0, XN,YN>ZN })-
Normalmente, na descoberta computacional de novas drogas, adota-se uma descri¢do da
mecanica classica para as forgas. Notavelmente, essa aproximagdo vale para particulas
massivas, como nucleos, enquanto os movimentos dos elétrons devem ser calculados em
média. Para isso, ¢ introduzida uma fungdo de energia potencial empirica V (x) que inclui os

potenciais dos atomos ligados e os potenciais dos ndo ligados. O modelo resultante dessa
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representacdo simplificada ¢ denominado campo de for¢a (CF), ou mecanica molecular (MM),

que pode ser escrito como na equagao 2.

V(x) = T o, (x = x0)? + N kg (8= 0p)2 + N m e (2 [1 4 cos (¢ — )] +

2 [1-cos (20— @)+ 2 [1+cos (3p — @3)] + = [1 - cos (49 — 9,)]| +

ares O O qiq
?<j 4e; (u#_ l]})]fu r{- 2)

Os trés primeiros termos na equacgao 2 representam as energias de interagdo dos atomos
ligados covalentemente. Eles descrevem a variagdo da energia potencial devido ao
alongamento, flexdo e torsdo da ligacdo covalente. Eles sdo representados por somas sobre
comprimentos de ligacdo (x), angulos (0) e angulos diedros (¢), respectivamente. O
alongamento de ligagdo e as contribuicdes de flexdo compartilham a mesma forma funcional,
pois sdo ambos descritos por potenciais harmdnicos com valores de referéncia x,, 6,
constantes de for¢a k, e kg, respectivamente. No entanto, devido a sua periodicidade
intrinseca, os termos de tor¢cao sdo naturalmente definidos por uma série cossenos com até seis
termos para cada angulo diedro.(CASTILLO et al., 2004) Assim, ¢ ¢ o angulo de fase
correspondente, e 1}, € a constante que define a altura da barreira de energia potencial rotacional
(n =1, 2,...6), sendo n o nimero de minimos para a tor¢do de uma ligacdo quimica. Tomado
como um todo, este grupo de contribuicdes ¢ geralmente referido como os termos “ligados” do

campo de forca.(ROBERTSON; TIRADO-RIVES; JORGENSEN, 2015)

Os diedros improprios também podem ser tratados da mesma forma que as deformagoes

angulares, onde a contribui¢do para a energia potencial molecular é dada por:

1
U(Papcp) = > kagco (@apcp — (PABCD,eq)2 3)

em que ¢ ¢ o angulo diedro.

O quarto e quinto termos na equagao 2 representam o potencial de Lenard-Jones devido
as interacdes de Van der Waals e o potencial de Coulomb devido as interagdes eletrostaticas
entre atomos, respectivamente, € siao indicados como termos ‘“ndo vinculados”. Essas
contribuicdes atuam para pares de atomos no sistema que ndo estejam vinculados
covalentemente. A energia ¢ expressa como um inverso da poténcia da distancia entre os

atomos considerados, rij. As interagdes de Van der Waals sdo geralmente tratadas com uma

12
poténcia 12 e outra 6 no potencial de Lenard-Jones. O termo +u 7 representa a contribuigao

(r u)
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..6
% z representa a parte atrativa do potencial de Lenard-Jones. O
rij

repulsiva e o termo —

pardmetro €;; € um pardmetro que define a profundidade do pogo de energia de interagdo,
enquanto rj; € 0 minimo distancia de energia que € igual a soma dos raios de Van der Waals dos
dois atomos que interagem. S3o empregadas regras de combinacdo geométrica para os
coeficientes de Lenard-Jones: o3= (03;05)*? ¢ ;= (&;€j;)"/%. A soma percorre todos os pares
de atomos i < j nas moléculas A e B ou A e A para as interagdes intramoleculares. Além disso,
no ultimo caso, o coeficiente fj; € igual a 0,0 para quaisquer pares i—j conectados por uma
ligagdo covalente ou um angulo de liga¢do de valéncia (atomos separados por duas ligacdes). A
constante f;; = 0,5 para interagdes 1-4 (dtomos separados por exatamente trés ligagdes) ¢ fj; =

1,0 para todos os outros casos.

Finalmente, o potencial eletrostatico ¢ descrito com o potencial de Coulomb, onde qi e
qj sdo as cargas parciais de um par de atomos que podem ser obtidos por modelos mecanico
quanticos, como por exemplo as cargas obtidas para o glifosato e a quitosana. (FARIA et al.,

2018; QUIMICA; FARIA, 2019; WANG, Junmei et al., 2004)

A grande vantagem da MM ¢ que os calculos sdo consideravelmente rapidos,
especialmente em comparacdo com a mecanica quantica (MQ). A MQ ¢ uma teoria mais
precisa para tratar sistemas moleculares, (DEPARTMENT OF DRUG DISCOVERY AND
DEVELOPMENT, ITALIAN INSTITUTE OF TECHNOLOGY, VIA MOREGO 30, I-16163
GENOVA, ITALY, 2011)mas ¢ intrinsecamente dificil resolver a equacao de Schrodinger para
muitas interacdes entre as particulas. Isso praticamente evita que a MQ seja aplicada em
sistemas muito grandes de varios milhares de atomos, como exemplo o uso de solvente
explicito. Recentemente, no entanto, abordagens precisas baseadas em mecanica quantica
semiempirica t€ém encontrado aplicabilidade na descoberta de novos compostos e nesse
trabalho a dindmica molecular quantica com método semiempirico GFN2-xtb foi aplicada ao
sistema contendo metildiclofop e quitosana em sovente implicito para a descrigdo das
interacdes intermoleculares. (BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019; GRIMME;
BANNWARTH; SHUSHKOV, 2017; NEUGEBAUER et al., 2020; SPICHER; GRIMME,

2020) O item 3.5 descreve como a simulagdo quantica foi realizada.

Neste contexto, os CFs obtiveram uma longa historia de sucesso, permitindo a produgao

de simulacdes de DM consideravelmente longas (da ordem até mesmo de microssegundos) de
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grandes sistemas biomoleculares, apesar de algumas limitagdes intrinsecas, como por exemplo,
a necessidade de parametrizacdo de novos ligantes e a impossibilidade de descrever as reacdes
quimicas. Os CFs amplamente usados atualmente para simulagdes biomoleculares (campos de
forca para descrever fase condensada) incluem: GROMOS,(HUANG; LIN; VAN
GUNSTEREN, 2011; LEMKUL; ALLEN; BEVAN, 2010; LINS; HUNENBERGER, 2005b;
OOSTENBRINK et al., 2005) AMBER, CHARMM, OPLS entre outros.(MARTIN, 2006)

Estes atingiram um padrao de qualidade tao alto que a preferéncia de um sobre o outro ¢
muitas vezes ditado por questdes praticas, relacionadas a escolha dos sistemas simulados e das
propriedades que pretendem ser extraidas da simulacdo. Por isso, foi utilizado nesse trabalho, o
campo de forca atomistico OPLS-AA que produz resultados precisos ¢ que segundo Grime, as
propriedades obtidas s3o comparaveis a dados obtidos por mecanica quantica
semiempirica.(SPICHER; GRIMME, 2020) Além disso, a simulagdo por dindmica classica
com campo de forca atomistico forneceu as coordenadas cartesianas atOmicas iniciais para a
simulagdo quantica, algo que ndo seria possivel com a utilizagdo de um campo de for¢a com

atomos unidos.

Virios parametros dos aminodcidos, acidos nucleicos, lipidios, carboidratos e varias
espécies 10nicas foram incluidos nos campos de forca originais nos ultimos anos, estendendo
adequadamente a parametrizagdes originais.(YAN et al., 2017) No entanto, a variabilidade
estrutural de pequenas moléculas tem desafiado seriamente o uso dos CFs de fase condensada.
Para contornar isso, o usudario deve fornecer parametrizacdes especificas para o seu trabalho. O
glifosato simulado neste trabalho ndo possuia parametros adequados para sua simulagdo no
campo de forca OPLS-AA. Por isso, o grupo desse trabalho desenvolveu os pardmetros desse
herbicida no campo de forca OPLS-AA para a simulagdo com o biopolimero de quitosana. Os
parametros torsionais foram obtidos por calculos quanticos e classicos. Esse estudo foi
intitulado como parameters for glyphosate in OPLS-AA force field (FARIA et al., 2018) O
biopolimero de quitosana também foi parametrizado em trabalho anterior do grupo de pesquisa
desse trabalho e podem ser obtidos no estudo nomeado como “Parametrizacdo e validagdao da
quitosana no campo de forga OPLS-AA para caracterizar a remoc¢ao de ions fosfato”.(UBERL;
DE; QU, 2018) Esses dois ultimos trabalhos sdao indicados ao leitor para o compreendimento

mais detalhado dessas parametrizagdes.
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2.2 - Dinamica molecular (DM)

Embora os campos de forca possam reduzir a carga computacional, a equacao 1
somente pode ser resolvida analiticamente para alguns &atomos. Para simulacdes de
macromoléculas, métodos numéricos devem ser usados para dividir a integracdo das equagdes
de movimento em intervalos de tempo, chamados de passos de tempo ou intervalo de
integragdo ot. Ao fazé-lo, as forgas sdo assumidas como constantes durante cada etapa de
integragdo. No entanto, como visto na equacao 1, as for¢as dependem de posigdes atomicas que
variam com o tempo. Assim, um pequeno ot garante forcas confidveis. O 6t deve ser menor do
que o tempo gasto nos movimentos moleculares de rotacdo e vibragdo, que ocorrem
caracteristicamente em frequéncias que variam entre 107!, 10"* s (correspondente a
comprimentos de ondas de 3-3300 cm™). Sendo assim, o &t deve ser da ordem de
fentossegundos fs (107"° s) ou menos, pois assim é possivel modelar tais movimentos com
precisao suficiente. Na pratica, o 6t de 1 ou 2 fs (fentossegundos) pode ser considerado com

seguran¢a como uma boa relacao entre precisdo e eficiéncia do célculo.(DE VIVO et al., 2016)

Outras estratégias prevéem, por exemplo, que ao reparticionar a massa de atomos
pesados ligados nos atomos de hidrogénio, pois assim ¢ possivel retardar os movimentos de
maior frequéncia da macromolécula em estudo, o que permite o passo de tempo da simulagao
seja aumentado em até um fator de 2, de forma estavel, mas sem aumentar significativamente o

erro de discretizagdo.(HOPKINS et al., 2015)

Os sistemas moleculares das simulagdes computacionais por DM podem se tornar
instaveis quando as vibragdes das ligagdes sdo muito elevadas, por causa da intensidade das
forcas externas. Uma maneira de evitar tal instabilidade seria manter as ligagdes e os angulos
entre os atomos restringidos, eliminando os modos vibracionais de maior frequéncia. O uso
algoritmo LINCS permite esta possibilidade. Neste trabalho, as equagdes de movimento foram
resolvidas satisfazendo as restrigdes geométricas para os graus de liberdade (alongamento e a
flexdo de ligacdes envolvendo atomos de hidrogénio). Isso foi feito com o uso algoritimo
LINCS (do inglés: linear constraint solver).(HESS, 2008) O algoritmo LINCS ¢ o algoritmo de
restri¢ao padrdao no pacote GROMACS, ao lado do algoritmo SETTLE que ¢ usado apenas para
moléculas de agua.(HESS et al., 1997)

O algoritmo LINCS restringe o0 movimento dos atomos no nivel das ligagdes e angulos,

aplicando multiplicadores de Lagrange as forcas de restricdo, o que permite integrar as
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equacdes de Newton com ot > 1fs. Esses multiplicadores sdo resolvidos aproximando o inverso
do Jacobiano a cada iteragdo. Desta forma, o algoritmo opera sempre que o sistema se torna

instavel.(HESS, 2008)

A vantagem dos modelos com restrigdes € clara, porém os modelos utilizados para
reproduzir a dindmica de sistemas sem restricdes possuem limitagdes, assim como mostrado
por Van Gunsteren e Karplus. (VAN GUNSTEREN; KARPLUS, 1982) Através de simulacdes
no vacuo, da proteina bovina tripsina, inibidora pancreatica (BPTI do inglés, bovine pancreatic
trypsin inhibitor), eles concluiram que o uso de comprimentos de ligacdo fixados ndo altera
significativamente as propriedades dinamicas do sistema, enquanto que fixando os angulos de
ligacdo, ocorrem alteragdes significativas. (GELIN; KARPLUS, 1975; VAN GUNSTEREN;
BERENDSEN, 1990)

41



2.2.1 - O Algoritimo de Verlet

A integracdo das equacdes de movimento foi realizada com o algoritimo de Verlet.
(VERLET, 1967) Este ¢ um algoritmo de integragdo por diferenca finita, simples e amplamente
utilizado em coédigos de DM. Dentro de tal integrador, as posi¢cdes no tempo (t + ot) sdo
calculadas pelas correntes posi¢des, velocidades (v(t)) e aceleracdes de acordo com a equagdo

4:
x;(t + 8t) = x;(0) + v ()8t + a,(£)5t2 4)

As aceleragdes, por sua vez, sao calculadas pelas for¢as que atuam em cada atomo, ou
seja, pelo negativo da primeira derivada da energia potencial em relagdo as posi¢des, conforme

mostrado na equacdo 1. Entdo, as velocidades sdo propagadas de acordo com a equagdo 5.
vi(t + 8t = v;(0) +[a,(t) + a;(t + SV 5t (5)

Como visto na equag¢do 5, o segundo termo do lado direito corresponde a média
aritmética das aceleracdes em relagdo ao tempo t e (t + ot). Além disso, para calcular as
aceleragdes no passo seguinte, as posicdes devem ser atualizadas antes de avancar as
velocidades. De fato, para serem precisos em uma simulagdo DM, os integradores numeéricos
devem satisfazer alguns requisitos praticos e tedricos. Os passos na trajetoria analitica devem
ser 0 mais proximo possivel e devem preservar as propriedades fisicas das equagdes classicas
do movimento, com a energia mecanica H (x,p), constante na trajetoria, dado pela soma do

potencial e da energia cinética (K(p))

H (x,p) = V() + K(p) (6)

onde H(x,p) ¢ o hamiltoniano classico do sistema que depende das coordenadas e momentos
das particulas que fornece a energia total do sistema. A partir dessas consideracdes, deve ficar
claro que, desde que o integrador funcione adequadamente, a DM segue naturalmente o
movimento de um sistema microscopico isolado, onde nem matéria nem energia sdo trocadas

com o ambiente.(DE VIVO et al., 2016)
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2.2.2 - Ensembles

A dindmica newtoniana amostra um conjunto estatistico de microestados que sao
caracterizados por um numero constante de particulas (N), volume (V) e energia (NVE =
constante, ou conjunto microcandnico). No entanto, ¢ possivel reproduzir melhor o
comportamento macroscopico ao controlar outros pardmetros como a temperatura e a pressao
do sistema durante a simulagdo. (BASCONI; SHIRTS, 2013) A escolha apropriada de
um ensemble estd associada as condigdes de contorno impostas ao sistema em estudo.

(BARLETTE; FREITAS, 1999)

Uma propriedade termodinamica observavel consiste em uma média do
conjunto infinito de estados microscopicos de um sistema.(BARLETTE; FREITAS,
1999) Onde a funcdo p(p.x,t) descreve a densidade de probabilidade de encontrar o sistema em
um elemento de volume dpdx no espaco de fase ao tempo t. O conjunto de pontos (p,x) com
probabilidade ao tempo t seria p(p,x,t)dpdx, formando um conjunto termodindmico estatistico.
Os pontos representam as copias exatas do sistema para um microestado diferente, sendo p e x

equivalente a0 momento e a posi¢ao, respectivamente.

Caso o sistema possua N particulas, ele € caracterizado como 6N coordenadas no espago
dimensional (trés de posicao atdmica e trés componentes do momento), denominado de espago
de fase do sistema, ocupando um ponto no espago de fase para cada intervalo de tempo. Dessa

forma, um ponto no espaco de fase ¢ fun¢do da posi¢ao e do momento:

H (x, p) (7

Um microestado ¢ definido por um valor instantaneo de 3N posi¢cdes € 3N momentos.

As equacgdes hamiltonianas que governam a trajetoria do sistema no espaco de fase sdo,

portanto:
dxi _ OH(p,x)
dt o ap, (8)
dp; _ _ 9H(pX)
dt ax; ©)
onde i = 1, ..., 3N, H(p, x) é o Hamiltoniano do sistema e (p, x) representa um ponto ou vetor

no espaco de fase com 6N componentes. Considerando um sistema classico de N particulas,
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isolado, H ndo dependem explicitamente do tempo, o sistema & conservativo ¢ H ¢ uma

constante do movimento que corresponde a energia mecanica:
H(p,x)=E (10)

O espago de fase ¢ constituido por todo e qualquer estado possivel de um sistema, sendo
que o valor médio de uma propriedade A no equilibrio (isto €, o seu valor esperado) para um
sistema com temperatura, volume e o nimero de particulas constantes (NVT), por exemplo,

pode ser escrito de acordo com a equacdo 11, como uma integral sobre o espago de fase;

(A) = [ A(x,p)P(x,p)dqdp (11)

Em que, P ¢ a probabilidade de um ponto de fase especifico. A mecanica estatistica
relaciona a dependencia energética da probabilidade que ¢ associada ao ponto de fase, de

acordo com a equagao 12;
P(x,p) = Q te F0up)/ksT (12)

Na qual E ¢ a energia total (a soma da energia cinética e potencial em fun¢ao de p e x,
respectivamente), kp € a constante de Boltzmann, 7 ¢ a temperatura e Q ¢ a fun¢do de partigao

do sistema que ¢ dada pela equacdo 13;
Q = [[ e E@P)/kBT gy dyp (13)
0 ¢ considerada como a constante de normalizacao de P.

Num sistema inicial em que o ponto de fase ¢ de baixa energia, ¢ provavel que o sistema
conserve sua energia ao longo da sua trajetoria em regides relevantes da amostragem no espaco
de fase. Assim, uma maneira aceitdvel para o cdlculo da média de uma determinada
propriedade envolve simplesmente calcular o valor da propriedade periodicamente nos

instantes t; de acordo com a equagao 14,
1
(A =~ ¥MA(t) (14)

onde, M ¢ o niumero de amostragens da propriedade. O valor instantdneo de A ¢ alterado em
cada instante, devido as interagdes entre as particulas, que também sofrem alteracdes

periodicas.
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Experimentalmente, a média temporal equivale a média dos valores instantdneos de A

durante o tempo t.(MORGON; COUTINHO, 2007) Entao, quando t = 0, (A) = (A)rea :
.1 ptott
(4) = lim = [ *"" A()dr (15)

A hipétese ergodica* afirma que a média obtida para um pequeno nimero de particulas
durante um longo periodo de tempo ¢ equivalente a média sobre um grande nimero de
particulas sobre um curto intervalo de tempo. Essa hipdtese valida a equagao (15) independente
da escolha de ty. As equagdes (11) e (15) sdo equivalentes para um gas no modelo de esfera
rigida. Essa equivaléncia ndo foi provada para sistemas mais realisticos, mas muitas evidéncias
experimentais sugerem que a maioria das simulagdes moleculares estdo de acordo com hipdtese

ergédica (HOFLIN, 2011; MITHEN, 2012; WERESZCZYNSKI; MCCAMMON, 2012)

O célculo da média temporal de A, pode ser realizado quando se conhecem as
interagdes que ocorrem nas particulas do sistema (que sdo determinadas pelo campo de forca) e
a posicao inicial do sistema (configuragao). (VAN GUNSTEREN; BERENDSEN, 1990) Com
base nessas informagdes ¢ possivel determinar a aceleracdo de cada particula, pela segunda lei
de Newton. Ao integrar as equacgdes newtonianas serd obtido a acelaragdo, velocidade e
trajetoria de cada particula, o que torna possivel a obtengdo das propriedades macroscopicas

desejadas.

%
A dinamica molecular se baseia na hipotese ergédica, que pressupde que média obtida para um pequeno niimero de particulas durante um

longo periodo de tempo ¢ equivalente 8 média sobre um grande ntimero de particulas sobre um curto intervalo de tempo.
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2.2.3 - Termostato e Barostato

A temperatura constante ¢ mantida por meio de algoritmos, chamados termostatos, que
permitem flutuacdes na energia cinética como se o sistema simulado fosse imerso em um banho
termostatico com ensemble NVT = constante, conjunto canonico. No entanto, a analogia com
um banho termostatico ndo deve ser tomada ao pé da letra, pois o fluxo de calor nio ¢
simulado. Ao invés disso, a temperatura do sistema ¢ forcada a atingir, em média, o valor
macroscopico desejado por meio de alteragdes adequadas das equacdes de movimento.
(BASCONI; SHIRTS, 2013; ROSTA; BUCHETE; HUMMER, 2009) Utiliza-se um termostato
para aplicar uma renormalizacdo das velocidades em cada passo da simulacdo. Um termostato

de Berendsen de primeira ordem ¢ definido através da equacao diferencial:

‘;_: =1/t (Ty—T) (T)= constante (16)

t=0,01 ps na termalizagdo e t = 0,5ps no equilibrio.
V= Av; > AK = (A2 -1) 3Ny kT /2 (17)
Que leva ao fator de normalizagao, A:

A= +f—; (Ty — T))/? (18)

onde &t corresponde ao intervalo de integracdo e T € a constante de tempo para o termostato
de berendsen, T, ¢ a temperatura desejada e T € a temperatura instantdnea. O reescalonamento
da velocidade pode ser facilmente incorporado ao algoritmo de Verlet. (MUDI;

CHAKRAVARTY, 2004)

Consideragdes muito semelhantes se aplicam aos algoritmos chamados barostato pelos
quais a pressdo ¢ controlada pelo ajuste adequado (isotropicamente ou nio) do volume do
sistema com ensemble NPT = constante, conjunto isotérmico-isobarico. Neste ensemble a
pressao do sistema € constante e o volume pode variar. As moléculas simuladas na DM sofrem
atuacoes de diferentes intensidades de forcas no centro ¢ nas bordas da caixa de simulacao,
devido a energia superficial. (LIN et al., 2017) Considere um sistema cubico que contém N
moléculas e seu volume é V = L*. O barostato Berendsen usa um fator de normalizagdo, 1, que

¢ uma fung¢do da pressao, P, para dimensionar comprimentos do sistema.

46



Utiliza-se um barostato para aplicar uma renormalizagdo em todas as coordenadas
cartesianas das particulas (CM das moléculas) e dimensdes da caixa em cada passo da
simulagdo ou num intervalo At. O barostato de Berendsen ¢ definido através da equacao

diferencial:

daprP

- = 1/t (Py — P) (P) = constante  (19)

O fator de normalizagdo 1 em todas as dire¢des para sistemas isotropicos é:
8t
n= -2y @ - P (20)

o . . 4t .
y = compressibilidade isotérmica do sistema e ——Y = Tp que ¢ chamado de fator de

acoplamento efetivo. Aqui, 6t € o passo de tempo e P, ¢ a pressdo desejada. Apds o processo
de dimensionamento através da equagdo 13, o volume do sistema se torna
V=(uL)y’=[1-AttP(P—P0)]V0 e cada vetor de posi¢do da molécula se torna ur. Este processo de

redimensionamento ¢ viavel de implementar em programagao.
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2.2.4 - Condigdes periodicas de contorno (PBC)

O pequeno numero de moléculas que ¢ alocado na caixa de simulagdo, quando
comparado a sistemas reais (niimero de particulas da ordem de 10%), produziria artificialidades
na DM. Isso ocorre devido ao surgimento de forcas de diferentes magnitudes no centro e nas
bordas da caixa. As condigdes periddicas de contorno ou limite das condig¢des periddicas PBC
(do inglés: periodic bondaury conditions), sdio comumente empregados nas DMs para contornar
os efeitos de energia superficial ou efeitos de superficie. Com isso, as propriedades de sistemas

macroscopicos sao reproduzidas com maior precisao. (KASAHARA et al., 2019)

r

Nesse processo o sistema ¢ replicado tridimensionalmente num arranjo infinito e
periddico. Isso faz que as particulas permanegam no centro da caixa de simulagao e sofram
efeitos apenas das forgas que existem no seio da solu¢do e, portanto elimina os efeitos
superficiais. (KASAHARA et al., 2019) Essas réplicas sdo caixas virtuais que impedem que o
niumero de moléculas na caixa real seja alterado. Para o nimero de moléculas permanecerem
constante, as moléculas que eventualmente migrarem pra imagem virtual na vizinhanga sera
reintroduzido na caixa de simulagdo real pelo lado oposto de onde ela emergiu, Figura 9.

(PARK; SCHULTEN, 2004)

Figura 9 - Condigdes periddicas de contorno.
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2.2.5 - Tratamento dos potenciais de Lenard-Jones e de Coulomb

Para moléculas grandes, existe um nuimero grande de interacdes ndo ligadas. Sendo
assim, a implementagao das condi¢des periddicas de contorno para as interagdes nado ligadas se
estendem além do limite da caixa englobando as interacdes com as particulas das caixas
imagem, tornando infinitos os termos da soma dos potenciais e na pratica, se torna necessario a
realizagdo de aproximacdes. Para evitar a interagdo da particula com sua propria imagem ou
com a mesma particula duas vezes e para o tratamento das interagdes de curto alcance, onde o
potencial de interacdo intermolecular decai rapidamente com o aumento da distancia entre as
particulas ¥~ r° (interagdes de Van der Waals — potencial de Lenard-Jones), emprega-se o
procedimento denominado convengdo da imagem minima. Nesse caso, ¢ empregado o
truncamento do potencial em um raio de corte esférico b, geralm ente da ordem de L/2 (L ¢ o

comprimento da célula de simulagdo), Figura 10.

Figura 10 - Representacao do raio de corte para um sistema peridodico em duas dimensdes.

700 7
dP" &P
® | ®
Ca
@ /
7
Bw-':.__, -*"’ b

¢ el

2 7]

Fonte: Autor

As interagdes de longo alcance ou eletrostaticas, cujo potencial decaem na ordem de r-1,
possuem particulas que se interagem além deste truncamento (L/2), recebem um tratamento

especial, através de um campo de reacdo (do inglés, Reaction Field) ou da soma de Ewald para
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ndo ficarem restritas ao raio de corte. A restri¢do desses potenciais ao raio de corte podem levar
a erros significativos de espécies carregadas. O método conhecido como campo de reacao (do
inglés, Reaction Field) ou da soma de Ewald sdo utilizado para o tratamento das interacdes de

longo alcance.

Na soma de Ewald, uma particula interage com todas as outras particulas na caixa de
simulagdo e com todas as suas imagens num arranjo infinito de células periddicas, sendo que no

limite, a geometria do arranjo das células ¢ considerada esférica, Figura 11.

Figura 11 - Construcdo de um sistema de células periddicas no método de Ewald

Fonte: Autor

A contribuicdo da interagdo carga-carga para a energia potencial atribuida a todos os

pares de cargas na caixa de simulag@o central pode ser escrita como:

= 23N, T, 1)

TEYT

onde r; ¢ a distincia minima entre as cargas i € j, € & ¢ a permissividade no vacuo. Ja a
contribuicdo da intera¢do carga-carga entre as cargas na caixa central e todas as imagens de

todas as particulas das seis caixas vizinhas ¢:
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1 qi4;
V= ‘ngixfl Zliv=1 ZN —— (22)

2 j=1 4”50|rij+rcai xal

Existe, portanto, uma contribui¢cdo para a energia total a partir das interagdes na caixa
central somado as interagcdes entre a caixa central e todas as suas caixas imagens.(LEACH;

LEACH, 2001)

O método de Ewald ¢ largamente usado em sistemas altamente polares ou carregados.
Existem variantes do método original de Ewald como o método PME (do inglés, Particle mesh
ewald) que utiliza procedimentos de interpolagdo por splines para tratar os termos no espago
reciproco. (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993) Por ser muito eficiente em termos de
precisdo e velocidade de processamento, o método PME estd implementado em varios pacotes

comerciais de simulacdo e de dominio publico.
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2.2.6 — Modelos de 4agua

Nos calculos de dinamica molecular ha a possibilidade da inclusao do solvente de forma
explicita, isto €, as moléculas estdo realmente inseridas na simulagdo. Muitos modelos de agua
como solventes sdo descritos na literatura. (ABASCAL; VEGA, 2005; JORGENSEN et al.,
1983a; VAN GUNSTEREN et al., 2006) O melhor modelo de dgua para uma simulagdo

dependera da parametrizagdo do campo de forga.

O custo computacional de uma simulagdo de agua aumenta com o nimero de locais de
interagdo no modelo de dgua. O tempo de CPU ¢ aproximadamente proporcional ao nimero de
distancias interatdmicas que precisam ser calculadas. Para o modelo de 3 pontos, 9 distancias
sdo necessarias para cada par de moléculas de 4gua (cada d&tomo de uma molécula contra cada
atomo da outra molécula, ou 3 x 3). Para o modelo de 4 pontos, 10 distancias sdo necessarias
(cada site carregado com cada site carregado, mais a interagdo O-O ou 3 x 3 + 1). Para o

modelo de 5 pontos, 17 distdncias sdo necessarias (4 x 4 + 1).

As simulagdes de DM podem ser produzidas em diversos ambientes, porém a simulagdo
de sistemas bioquimicos sdo geralmente desenvolvidas em ambientes aquosos. Nesse caso, as
moléculas do solvente geram um custo adicional a simulagdao. O modelo de agua de quatro
pontos TIP4P (do inglés, transferable intermolecular potential) é parametrizado no campo de
forca OPLS-AA e foi o modelo utilizado aqui nas simulagdes. Esse modelo possui geometria

rigida igual ao da 4gua. (JORGENSEN et al., 1983b)(JORGENSEN; TIRADO-RIVES, 1988)
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2.2.7 - Minimizagao de energia e otimizagao estrutural

A forma como a energia varia em relacdao as coordenadas (seja interna ou cartesiana) ¢
freqiientemente referida como a curva de superficie energia potencial. Na modelagem
molecular, interessa-se especialmente pelos pontos minimos da superficie energética. Os
arranjos de atomos com energia minima correspondem a estados estaveis do sistema, onde
qualquer movimento fora do minimo gera uma configuragdo com maior energia. Pode haver
um numero muito grande de minimos na superficie energética, onde o de menor energia ¢
conhecido como o minimo global de energia, enquanto todos os outros sdo descritos como
minimos locais. Algoritmos de minimizagdo sdo usados para identificar estas geometrias de

sistema que correspondem a pontos na superficie da energia minima. (MEZA, 2010)

Seja f uma funcdo que dependa de uma ou mais varidveis independentes x1, x2, ..., Xi.
Encontrar os valores destas variaveis onde f tem um valor minimo € o objetivo destes
algoritmos, que podem ser classificados em dois grupos. Aqueles que utilizam derivados da
energia em relagdo as coordenadas e aqueles que ndo o fazem. Os derivados podem ser uteis,
pois podem fornecer informagdes sobre a forma da superficie energética e, se usados
corretamente, podem melhorar significativamente a eficiéncia com a qual o minimo esta
localizado e, portanto, sdo usados pelos métodos mais populares de minimizagdo. (MEZA,

2010)

No ponto minimo, a primeira derivada da fungdo em relagdo a cada uma das varidveis ¢é
zero ¢ as segundas derivadas sdo sempre positivas:
of _ o.9f )
6xi_0'6xl-2>0 (23)
Dentre os métodos que utilizam derivadas se pode citar o método de Steepest

Descent,(MEZA, 2010)o método do gradiente conjugado(HESTENES; STIEFEL, 1952). O

método utilizado neste trabalho foi e de Steepest Descent e este serd descrito em seguida.

O método de Steepest Descent ¢ um algoritmo de otimizacdo de primeira ordem que,
embora ndo seja certamente o mais eficiente para minimiza¢do, ¢ robusto e de facil
implementagdo. Para encontrar um minimo (local) de uma fungao usa-se um esquema iterativo,

onde em cada passo se toma a dire¢do (negativa) do gradiente I/, que corresponde a direcao de
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declive maximo. Dada uma coordenada inicial x,, 0 método computa uma sequéncia de

iteracoes x;, onde;
Xp+1 = X — 6 Vf(xr),k=0,1,2,.., (24)
No instante #;> 0 inicia-se a minimizag¢ao da fungdo de declive maximo;
¢, (1) = f(xr — tVf (xi)) (25)

Por natureza, o método de Steepst Descent s6 pode localizar fun¢des minimas. A
vantagem ¢ que o algoritmo ¢ muito simples e requer apenas o armazenamento do vetor
gradiente. Além disso, ¢ um dos poucos métodos que garante a diminui¢do do valor da fungdo.

Seu principal uso ¢ “relaxar” rapidamente uma configuracao inicial pobre (de elevada energia).
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2.2.8 - Fun¢ao Distribuicao Radial de Pares

A andlise da distribuicdo radial de pares entre o herbicida e a quitosana fornece a
intensidade de interagdo entre eles e ¢ definida como a razao entre o valor médio da densidade
numérica das moléculas do herbicida em uma casca esférica de raio » ao redor das particulas da
quitosana e a densidade da molécula herbicida dentro de uma esfera de raio r,,, (em geral,

sendo a metade da aresta da caixa de simulagdo) ao redor da quitosana,

{Pherbiciddr)) (26)

gqul tosanaherbi ci da( ) (Pherbi ci ddl ocal

Pode-se dizer que guitosana,herpicida (¥) descreve a variagdo na distribuigdo dos
atomos j em relacdo a distribui¢do que seria encontrada no liquido, para estes atomos, se o
liquido fosse uniforme. Se a distribuigdo dos atomos j ¢ a mesma que seria esperada de uma
distribui¢do uniforme, {Pperpi ci adiocar = (Pherviciadr)) , de modo que g (r)quitosana,herbicida—>1.

Esse comportamento ¢ verificado para distancias de separacdo r grandes, tipicamente da ordem

de 10A.(MADEIRA; VITIELLO, 2012)

Experimentalmente, as fungdes distribui¢do radial podem ser determinadas a partir de
técnicas de difracdo de raios-X, espalhamento de néutrons e difra¢do de elétrons. ® Em uma
simulagdo computacional, o calculo deg(r) envolve, basicamente, o calculo das
distancias » entre os dtomos i e j. O nimero de vezes que ocorre o par de 4tomos em fun¢do da
distancia r ¢ armazenado em um histograma. Esse histograma ¢ incrementado ao longo da
simulagdo, e por fim, ¢ normalizado para o nimero N de moléculas utilizadas na caixa de
simula¢do e para o numero de passos usados no célculo de g(r). (MADEIRA; VITIELLO,
2012)
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2.3 - Dindmica Molecular de Born Oppenheimer (DMBO)

A descricdo precisa de grandes sistemas moleculares, particularmente na fase
condensada, ainda continua sendo um dos principais desafios enfrentados na quimica teorica.
(NEUGEBAUER et al.,, 20200 (BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019; SPICHER;
GRIMME, 2020) Enquanto isso, a nivel ab initio, a teoria funcional da densidade de Kohn-
Sham (DFT) pode rotineiramente fornecer estruturas e energias em fase gasosa (ou continua)
para aproximadamente algumas centenas de atomos. O esforgos recentes(BRANDENBURG et
al., 2018; BRANDENBURG; CALDEWEYHER; GRIMME, 2016; GRIMME et al., 2015;
HOSTAS; REZAC, 2017; KULIK et al., 2016; OTERO-DE-LA-ROZA; DILABIO, 2017;
SURE; GRIMME, 2013; WITTE; NEATON; HEAD-GORDON, 2017) para o
desenvolvimento de métodos DFT e Hartree-Fock de baixo custo para permitir calculos de
simulagdes de dindmica molecular semiempirica ou amostragem conformacional tém sido
realizados para viabilizar as simula¢des dinamicas com o uso de fungdes de base de orbitais
atOmicos para sistemas com até mesmo 1000 atomos e que possam ser executadas, por
exemplo, dentro do tempo de computagdo de um dia em um computador desktop padrdo.
(GRIMME et al., 2015; KALINOWSKI; WENNMOHS; NEESE, 2017; KOSLOWSKI;
BECK; THIEL, 2003; SCHMID; BOTSCHI; VAN GUNSTEREN, 2010; SURE et al., 2017;
UFIMTSEV; MARTINEZ, 2009; YASUDA, 2008; YASUDA; MARUOKA, 2014)

No entanto, muitos problemas interessantes em bioquimica, ciéncia de materiais,
quimica supramolecular ¢ macromolecular exigiriam métodos quanticos que pudessem lidar
com varios milhares de 4tomos, o que esta além deste escopo, mesmo para os métodos de baixo
custo mencionados anteriormente. Embora os campos de for¢a cléssicos (CFs) possam ser
usados rotineiramente para simulacdes de dinamica molecular para milhares de dtomos em
escala de tempo de nanossegundos, (SALSBURY, 2010) suas limitagdes sdo multiplas, pois
necessita de uma parametrizacdo especifica para ligantes, ndo permite o céalculo da estrutura
eletronica, dificuldades de simulagdes com metais, com transferéncia de prétons, estados de
protonagdo, polarizacdo e as reagdes quimicas s6 podem ser contornadas por um tratamento
mecanico quantico dos elétrons. Mesmo que nos ultimos anos com o desenvolvimento de
computadores mais rapidos e, mais importante, arquiteturas de computagao paralela com placas
de video, juntamente com cddigos ajustados, tenham se tornado disponiveis, ainda ha
necessidade de métodos de estrutura eletronica inerentemente simples, razoavelmente precisos

e eficientes para o calculo de estruturas eletronicas, que sdao aplicaveis a grandes sistemas
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também sem hardware especifico especializado.(ASADCHEV; GORDON, 2012;
KALINOWSKI; WENNMOHS; NEESE, 2017, KUSSMANN; OCHSENFELD, 2017, 2013;
SURE et al., 2017; UFIMTSEV; MARTINEZ, 2009; UFIMTSEV; MARTINEZ, 2008; WU;
KOSLOWSKI; THIEL, 2012; YASUDA, 2008; YASUDA; MARUOKA, 2014)

A abordagem semiempirica preenche a lacuna entre a mecanica quantica ab initio € os
campos de forga classicos, pois reune a precisdo quantica com a rapidez dos campos de
forca.(BANNWARTH; EHLERT; GRIMME, 2019) O ajuste bem feito e cuidadoso dos
parametros permite que os métodos semiempiricos sejam uteis na triagem de uma propriedade
desejada. Esses métodos sdo pelo menos 2 ordens de grandeza mais rapidos do que os métodos
ab initio, devido a aproximagdes drasticas das integrais e possuem aplicacdes mais irrestritas e

gerais quando comparada aos CFs.

Atualmente, os métodos Hartree-Fock de sobreposicao diferencial nula (ZDO) PM6 e
OM2 possuem excelente correlagdo com dados experimentais e s3o frequentemente
usados.(BIKADI; HAZAI 2009; DOKUKINA; MARIAN; WEINGART, [s. d.]; DRAL et al.,
2016; KORTH et al., 2010; KOSLOWSKI; BECK; THIEL, 2003; KROMANN et al., 2014,
2018; REZAC; HOBZA, 2012; S. BRAHMKSHATRIYA et al., 2013; SAITO; KITAGAWA,;
TAKANO, 2016; STEWART, James J.P., 2009; STEWART, James J.P. P et al., 2018;
TUTTLE; THIEL, 2008; WEBER; THIEL, 2000) Enquanto o primeiro encontra uso
principalmente no célculo de estruturas e energias do estado fundamental, este ultimo ainda ¢
amplamente utilizado em estudos de dindmica de estado excitado. (KAZARYAN et al., 2011;
MIRIYALA; REZAC, 2018; SPORKEL et al, 2014; SPORKEL; CUI;, THIEL, 2013;
SPORKEL; JANKOWSKA; THIEL, 2015; STEWART, James J P, 2007) Dos métodos
semiempiricos mencionados o PM6 conseguiu maior sucesso na parametrizagdo de 70

elementos quimicos.

Nas ultimas duas décadas, os métodos de ligacdo rigida do funcional de densidade
DFTB (do inglés: density functional tight-binding) receberam muita aten¢do, pois neste
método, a energia DFT de Kohn-Sham ¢ expandida em termos de flutuagdes de
densidade 6p em relacdo a uma superposi¢ao de densidades atomicas de referéncia.(GAUS et
al., 2015, 2014; GAUS; CUIL; ELSTNER, 2011; GAUS; GOEZ; ELSTNER, 2013; KUBILLUS
et al., 2015; LI; TYGAR; HELLERSTEIN, 2005; NIEHAUS et al., 2001; YANG et al,
2007) A variante de nivel mais alto (DFTB3) emprega um tratamento de carga autoconsistente,

incluindo termos de flutuagdo de densidade até terceira ordem (GAUS; GOEZ; ELSTNER,
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2013; NIEHAUS et al., 2001) e foi parametrizado para uma série de elementos quimicos.
(GAUS et al, 2015, 2014; GAUS; GOEZ; ELSTNER, 2013; KUBILLUS et al, 2015;
VUJOVIC et al., 2019)

Em 2019, o GFN2-xTB, completamente livre de parametros ligados, foi desenvolvido
com a inclusdo dos termos de quadrupolo para a correcdo dos erros de aproximagdo do tipo
monopolo, esfericamente simétrico, existentes na versao GFN1. Além disso, ele é considerado
um método fisico mais eficiente por possuir o mais recente modelo de interagdes de dispersao
de London D4, o que o torna mais eficiente que o seu antecessor D3. (CALDEWEYHER et al.,
2020)

A seguir serd mostrado as equacdes do mais recente método semiempirico GFN2-xTB
do grupo GFNn-xTB (n = 0, 1 ou 2 ), que foi parametrizado para Z < 86 eclementos da tabela
periddica e fornece as propriedades moleculares alvo com maior precisdo do que as abordagens
semiempiricas de 'proposito geral' existentes (GFN-xTB, PM6-D3H4, DFTB3-D3 ¢ PM?7).
(GRIMME; BANNWARTH; SHUSHKOV, 2017)(BANNWARTH et al., 2021) Esse método
possui o foco em propriedades moleculares como geometrias, frequéncias e interagcdes nao

covalentes.

Ao contrario dos métodos de densidade funcional de ligacdo rigida anteriores que
pressupoem uma aproximag¢ao de densidade semilocal de DFT, o GFN2-xTB se diferencia por
considerar como ponto de partida uma aproximacdo funcional de densidade geral, que
diferentemente da apoximagdo semilocal, ndo negligencia os efeitos de correlacdo de longo
alcance que sdo responsaveis pelo tratamento das interagdes de dispersdo. Nos métodos
anteriores as correcdes para essas negligéncias também sdo usualmente adicionadas a
posteriori. O novo método GFN2-xTB assume como ponto de partida um funcional novo que ¢
consideravelmente mais simples que seus predecessores. Esse funcional de Van der Waals , do
tipo VV10, inclui uma contribuicdo de correlagdo ndo local (NL) aprimorado e que descreve
toda a gama de dispersdo de interacdes de forma continua, usando apenas a densidade

eletronica como entrada.(VYDROV; VAN VOORHIS, 2010)
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Entdo, a expressao total da energia de Kohn-Sham, em unidades atomicas, ¢ entdo dada

por:

1
[r—r'|

Elp] = [ p( [Tlo@] + V() + €22 [p®)] +3 [ ( + oM (r, r')) p(r")dr']dr + Eny

(27)

Aqui, T[p(r)] ¢ a energia cinética por particula e V,(r) o potencial (externo) devido aos

nucleos. A notagdo abreviada ¢ dada por:

1
e omIdr= =", <¢i |§V?

:

com ; sendo o orbital molecular e n; o nimero de ocupagdo correspondente. Os ultimos trés
termos na integral sobre dr surgem das contribui¢des eletronicas para o potencial de campo
médio, que correspondem a (semi)correlacdo de troca local (XC), potencial de Coulomb e a
energia de correlacdo ndo local, respectivamente. O kernel de correlagdo nao local d¥L(r,r’)

calcula os efeitos de correlacdo de longo alcance. E,, € a energia de repulsao nuclear classica.

Na teoria da ligagdo rigida do funcional de densidade (DFTB), a energia total ¢
expandida em termos de flutuagdes de densidade em torno de uma superposicao de densidades

de referéncia atdbmicas.

A
Elp] = E@[po] + EV[po, 6p] + E@[po, (8p%) + E@[po, (6p°)] (28)

Uma densidade de referéncia fixa py ¢ empregada e o célculo da estrutura eletronica ¢
feito em termos das flutuagcdes de densidade Op. As variantes mais utilizadas truncam essa
expansao apos o termo de terceira ordem.(GAUS; CUI; ELSTNER, 2011; YANG et al., 2007)
O mesmo vale para a abordagem GFN2-xTB apresentada aqui. A primeira aproximacao feita
em métodos de ligagdo rigida é a suposicao de que as flutuagdes de densidade Op sdo restritas
ao espago orbital de valéncia, enquanto a densidade do nucleo permanece congelada. As
aproximacgoes individuais para as contribui¢cdes de energia para diferentes ordens em §p foram

descritas anteriormente.(CHRISTENSEN et al, 2016; GAUS; CUI; ELSTNER, 2011;

59



HUMENIUK; MITRIC, 2015; LUTSKER; ARADI; NIEHAUS, 2015) A seguir serdo

descritos, brevemente, os termos recém-introduzidos em GFN2-xTB.
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2.3.1 - Termo de ordem zero

Em derivacoes anteriores de DFTB, o termo de ordem zero é reduzido a um termo de
repulsdo classico. (CHRISTENSEN et al., 2016; GAUS; CUI; ELSTNER, 2011; YANG et al.,
2007) Um termo adicional ¢ introduzido, pois parte-se de um principio diferente em relacdo a
contribui¢do nao local (DFT-NL):

0
E®lpo] ~ E{gh + Edisp + Za(Eihicteo + Evalencia) (29)

A,ntcleo A,valéncia

Onde Eiﬂ’}p eE C(l(i))sp

correspondem aos termos de Buckingham e Lennard Jones, respectivamente.
Todos os termos de um e dois elétrons na equagao 27, envolvendo particulas no mesmo atomo
se reduzem a um unico numero, a energia atdomica E,, que pode ainda ser particionada em duas

contribui¢des (nucleo e valéncia), veja os dois ultimos termos na equagdo 29.

Uma vez que as densidades de referéncia p, se referem a atomos neutros e
esfericamente simétricos, as interagdes de Coulomb somadas (e -e,n -n, e - n) entre atomos
distantes desaparecem neste nivel de aproximag¢do. No entanto, em regides com densidades
atoOmicas sobrepostas, forcas repulsivas devido a correlacdao de troca e efeitos de penetracao de
carga estdo presentes. Semelhante a trabalhos anteriores sobre DFTB, este termo ¢ modelado
por um termo cléssico de repulsdo.(CHRISTENSEN et al.</i>, 2016; GAUS; CUI; ELSTNER,
2011; HUMENIUK; MITRIC, 2015; LUTSKER; ARADI; NIEHAUS, 2015; YANG <i>et
al.</i>, 2007) Diferente do DFTB, mas de acordo com nosso método anterior GFN-
xTB,(Grimme, Bannwarth, and Shushkov 2017) nenhuma parametrizagao especifica do par de
elementos serd empregada para este termo. Devido a presenca de um funcional de correlagao
NL na expressdo de energia na equacgao 27, uma contribuicdo de dispersao de London par a par
também estd presente na ordem zero (ver informagdes de apoio na Se¢do 1.5 da referéncia

85).(Bannwarth, Ehlert, and Grimme 2019)

A soma das energias atdmicas ¢ uma constante para um dado sistema e a energia total

de ligacdo rigida ¢ dada em relagio a soma das energias do nlcleo atdmico, ou

equivalentemente elas sdo definidas como zero, ou seja, o = 0. A energia g

A,nucleo Ayvaléncia ca

soma das energias dos orbitais de valéncia, que representam autosolu¢des do hamiltoniano para

0 atomo livre ¢ dada por:

Elgl?izaléncia = ZIEA ZkElPI?kaé (30)
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A matriz de densidade de ordem zero PP, é diagonal, pois os orbitais atdmicos com

© , p©

energia H, sdo assumidos como autoestados do atomo livre. Os termos Erep © Egigpsdo

descritos por expressoes cldssicas entre atomos “rigidos” em GFN2-xTB (consultar as equagdes

9 e 32 referentes a Eg;)p e E (g?)sp nos itens 2.2.1 e 2.2.6 na referéncia).(Bannwarth, Ehlert, and

Grimme 2019) Pode-se ver que a energia de ordem zero na expansdo &p esta, portanto,
relacionada aos conhecidos potenciais do tipo Buckingham ou Lenard-Jones, que podem ser
uma aproximagao razoavel para tratar interagdes ndo covalentes de dtomos de gases nobres. E
notdrio também que o termo de ordem zero ndo contribui para a energia eletronica de ligagao

rigida, que depende apenas das flutuacdes ép .
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2.3.2 - Termo de primeira ordem

Para a escolha de densidades atomicas de referéncia Pa, @ descricdo de ligagdes

covalentes em teorias de ligagdes rigidas torna-se possivel no termo de primeira ordem, devido
a expansdo Op . Isso ¢ tipicamente alcangado por mudangas na ocupacdo 6P dos niveis de
energia atdmico invocando a conhecida aproximacdo estendida de Hiickel. Como &p ¢
assumido como diferente de zero apenas no espago de elétrons de valéncia (veja acima no
ultimo paragrafo do topico 2.3.1), este Gltimo sera restrito aos orbitais de valéncia. Devido as
flutuacdes de densidade de primeira ordem, os 4&tomos podem obter uma carga liquida e ndo sao
mais neutros. Isso ndo tem efeito sobre as interagdes eletrostaticas interatomicas, uma vez que o

potencial eletrostatico dos atomos neutros restantes (com p A0) ainda ¢ zero. No entanto, desde a

partir da expressdo DFT-NL naequagdo 27 em GFN2-xTB, a energia de primeira ordem
em &p € aumentada com uma contribui¢ao de dispersao de primeira ordem:

EM[py,8p 1~ EG syt SaES) 31)

,valénci

O ultimo termo da equacao 31 descreve as mudancas de primeira ordem na ocupacao e
nas energias dos niveis eletronicos de valéncia. Ao combinar a equagdo 31 com a equagao 30,

obtem-se ¢  essencialmente a  teoria  estendida de  Hickel (EHT), ou

seja, Eggr = X A(Eg?zal encia T Egzal enciqe A €xpressdo explicita para a energia estendida

Hiickel, em GFN2-xTB, pode ser encontrada na se¢do 2.2 da referéncia. (Bannwarth, Ehlert,
and Grimme 2019) Devido ao potencial de dispersdo de London de ordem zero que nao
desaparece nos outros atomos de carga neutra, a energia de dispersdao muda em dp no termo de
primeira ordem. A expansdo/contra¢do da densidade atomica aumentard/diminuird a magnitude
da interagdo. Em GFN2-xTB estes e os efeitos de segunda ordem (veja abaixo) serdo levados
em consideracao dentro do modelo de dispersao D4 autoconsistente (veja na se¢do 2.2.6 da
referéncia).(Bannwarth, Ehlert, and Grimme 2019)(Caldeweyher et al. 2019; Caldeweyher,
Bannwarth, and Grimme 2017) Deve-se mencionar que também existem efeitos de primeira
ordem e de ordem superior para a energia de repulsdo, que geralmente sdo negligenciados nos
métodos DFTB. O mesmo vale para o método GFN2-xTB aqui apresentado, embora esses
efeitos negligenciados possam ser parcialmente incorporados com parametrizacdo de outros

termos.
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2.3.3 - Termo de segunda ordem

Na segunda ordem em 0p, surgem contribuigdes de energia, que requerem um calculo

de ligagao apertada auto-consistente.
2 2 2 2
E® [po, (8p)” | ~ EiS + EXC + Egiap) (32)

~ . , - . a . 2
Na segunda ordem, sdo acrescidos os termos eletrostaticos interatomicos (E](ES)) e de

correlagdao de troca (E)((ZC)). Em esquemas DFTB, estes termos sdo geralmente condensados em
uma interacdo Coulomb amortecida entre monopolos atomicos. (Klopman 1964; Ohno 1964) O
mesmo ¢ feito em GFN2-xTB. No entanto, iremos além da aproximacdo monopolo
para Egg @ e Exc P e incluiremos efeitos anisotropicos de segunda ordem na expansdo
multipolar. Os efeitos isotropicos 6p de segunda ordem na energia de dispersao também estdo

incluidos no modelo de dispersdao D4 autoconsistente em GFN2-xTB.
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2.3.4 - Termo de terceira ordem

Basicamente todas as contribuigdes de energia da expressao de energia de Kohn-Sham
na equagdo 27 que requerem uma solucdo autoconsistente no nivel da teoria DFT, também
contribuirdo para corregdes de energia de ordem superior (>2) em dp . Como em trabalhos
anteriores sobre DFTB ¢ GFN-xTB, (Grimme, Bannwarth, and Shushkov 2017; Yang et al.
2007) todos os termos de terceira ordem foram desprezados, exceto um termo isotrdpico local,

que se origina principalmente de efeitos Coulomb (ES) e de troca (XC) de curto alcance.
3
E® [po, (8p)” | ~ &8 + EXC ~ 3 SaTieaTard}, (33)

Diferente dos trabalhos anteriores, no entanto, o termo de terceira ordem ¢ expresso em

termos de cargas parciais de casca (aproximacao de Mulliken) em GFN2-xTB.
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2.3.5 — O Método GFN2-xTB

Tendo relacionado os componentes de energia individuais a diferentes ordens em dp,
descreveremos as contribuicdes especificas para a energia GFN2-xTB a seguir. A expressao

total de energia GFN2-xTB ¢ dada por:
Egenz—xTB = Erep + Edisp + EEnT + Eies+ixc + Eaes + Eaxc + Grermi (34)

As abreviacdes introduzidas nos subscritos indicam as energias eletrostatica isotrdpica
(IES), isotropica de correlagdo de troca (IXC) e da mesma forma as energias eletrostatica
anisotropicas (AES) e anisotropica de troca (AXC), respectivamente. E importante notar que
nenhuma correcdo de ligacdo de halogénio ou hidrogénio estd incluida no GFN2-xTB. A
descri¢dao dessas interagdes ¢ aprimorada pela inclusdo do novo termos de energia Eygg. O
termo E., corresponde ao termo de energia de repulsdo classica. O termo Gpepp; refere-se
formalmente a contribuicdo entrdpica de uma energia livre eletronica na temperatura eletronica
finita, T,;, devido ao espalhamento de Fermi. (Mermin 1965) A parcela Egytrefere-se a
contribuicdo estendida de Hiickel e ¢ o ingrediente crucial para descrever ligacdes covalentes
em métodos de ligacao rigida. Em GFN2-xTB, as interag¢des de dispersao sdo tratadas por meio
de uma variante autoconsistente do modelo de dispersio D4 recentemente publicado.
(Caldeweyher et al. 2019; Caldeweyher, Bannwarth, and Grimme 2017) Em métodos de campo
médio semiempiricos tipicos, as interagdes de dispersao de London sdo geralmente tratadas por
meio de corre¢des aposteriori a obtengdo do campo autoconsistente. (Christensen et al. 2016;
Grimme et al. 2016) Embora o modelo de dispersio D3 amplamente empregado leve em
consideragdo os efeitos ambientais através do nimero de coordenacao geométrica, os efeitos da
estrutura eletronica estdo ausentes. Em um contexto de ligagdo rigida, a energia de dispersdo
D3 deve ser considerada como um termo de ordem zero; ou seja, corresponde a E(O)disp . Para
o modelo GFN2-xTB, foi incluido os termos EMy; o, E® o, dentro da formulagdo

autoconsistente do modelo de dispersao D4, (Caldeweyher, Bannwarth, and Grimme 2017)

portanto:
Edisp = E(O)disp + E(l)disp + E(Z)disp (35)
O leitor pode consultar os detalhes do desenvolvimento e implementagdo de cada termo

individual da equagdo 34 na referéncia. (Bannwarth, Ehlert, and Grimme 2019) Como de
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costume, os orbitais moleculares espaciais (OMs) vy ; sdo expressos como combinagdes lineares

de orbitais centrados no atomo (CLOA), (Chemistry and John 1952; Roothaan 1951)

Y = leg ki P (G, STO — mG) (36)

Onde ¢y; referem-se a orbitais atdmicos gaussianos contraidos, que sdo usados para
arpoximar um orbital esférico do tipo Slater com expoente (. O numero de primitivas m varia
entre 3 e 6. A minimizacao variacional da expressao de energia na equagao 34 em relacao aos
coeficientes lineares cy; na equacdo 36 leva ao problema geral de autovalor, que também ¢

encontrado na teoria funcional da densidade de Hartree-Fock e Kohn-Sham
FC =SC € (37)

Onde F ¢ a matriz hamiltoniana ou de “Fock”, S ¢ a matriz de sobreposi¢do e C ¢ a
matriz de coeficientes CLOA-OM e €¢ uma matriz diagonal contendo as energias
orbitais. Para a resolucdo da equagdo 37 de uma forma autoconsistente, € necessario calcular a
matriz de densidade. Quanto a energia total, os elementos da matriz do Hamiltoniano GFN2-

xTB podem ser decompostos nas seguintes contribui¢des individuais:
Fep = Hyy + FESTXC + FAES + FAXC + FPY (38)

Devido a analogia com Hartree-Fock, denotaremos esta matriz simplesmente como
matriz TB-Fock a seguir. Onde k e A representam os orbitais atdbmicos e o termo Hj; é a matriz
estendida de Huckel. Essa matriz ¢ definida a partir do termo referente a contribuic¢do
energética estendida de Huckel, Egyr, na equagdo 34. As contribuigdes isotropicas ES e de
correlagao de troca XC sdo dadas no segundo termo da matriz TB-Fock. Os trés tltimos termos
sd0 novos e suas derivagdes podem ser encontradas na referéncia.(Bannwarth, Ehlert, and
Grimme 2019) Os termos relacionados as contribui¢gdes anisotropicas (AES) e (AXC) possuem
termos que incluem o dipolo elétrico e o quadrupolo, bem como as integrais de sobreposicao e
por fim o termo Fp;' equivale a corrre¢do de dispersio autoconsistente de London (D4)

dependente da carga parcial atomica.(Caldeweyher et al. 2019)
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Capitulo 3
METODOLOGIA

3.1 - Os parametros do campo de forga OPLS-AA nas simulacdes DM

A realizagdo da dindmica molecular ¢ precedida pela construgdo do banco de dados ou campo
de forca. A implementagao dos pardmetros dos atomos ligados e ndo ligados das moléculas de
quitosana e dos herbicidas foi feita no campo de forca OPLS-AA. Este ¢ um campo de forca
atomistico que foi util para fornecer estruturas que foram simuladas por mecanica quantica. A
carga dos atomos dos herbicidas metildiclofop e diclofop ja estavam disponiveis nesse banco
de dados. A estrutura inicial desses dois herbicidas foi inicialmente submetida a otimizagao
estrutural no programa MOPAC 2016, a nivel semiempirico, com hamiltoniano PM7. O
glifosato foi parametrizado no OPLS-AA pelo grupo de pesquisa desse trabalho no estudo
intitulado como Parameter for glyphosate in OPLS-AA force field. (Faria et al. 2018) As cargas
da quitosana, assim como as do glifosato, foram obtidas pela metodologia RESP (do inglés:
Restrained FElectrostatic Potential).(Woods and Chappelle 2000) Os parametros ligados

adicionados foram:

1) Tipo de liga¢do covalente entre os atomos
1) Angulos entre trés dtomos unidos por ligagdes covalentes

1i1) Angulos torsionais entre quatro atomos ligados covalentemente

Dessa forma, ndo foi necessdrio adicionar a massa atdmica, nimero atdomico e o cddigo do
atomo, pois eles ja estavam presente no campo de for¢a. A estrutura do biopolimero simulada
nesse trabalho ja havia sido parametrizada previamente pelo grupo desse trabalho, sendo que a
otimizagdo estrutural da quitosana, foi executada com o método DFT com o funcional hibrido
B3LYP e funcdo de base 6-31G* no programa ORCA 3.0. (Parr and Yang 1994)(Becke
1993y (Neese 2012)(Uberl, De, and Qu 2018)

Em seguida, as cargas dos atomos da quitosana foram obtidas pelo método RESP, através do
programa NWCHEM 5.1 a nivel mecanico quantico pela metodologia Hartree-Fock e funcao de
base 6-31G*. Segundo a metodologia de Lins ef al. , foram feitos grupos de carga com atomos

semelhantes para obten¢do do valor correto das cargas. (Valiev et al. 2010)
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Para o calculo das cargas atomicas se deve saber que as fragdes desacetiladas de quitosana sdo
compostas por seis tipos especificos de residuos glicopiranosidicos, sendo trés desprotonados
que possuem a letra U (do inglés: unprotonated) : NGUO, NGLU, NGUC e trés protonados
que possuem a letra P (do inglés: protonated): NGPO, NGLP e NGPC, Figuras 12 (a) e 12 (b),
respectivamente. O residuo NGUO e NGPO estdo nas extremidades e possuem uma hidroxila
do tipo hemiacetal que encerra o trimero. Na extremidade oposta hd o NGUC e NGPC que
possuem uma hidroxila de alcool secundario no fim da cadeia. Ao centro estdo os residuos
NGLU e NGLP. Todos os anéis possuem um grupamento lateral nitrogenado e uma hidroxila

primaria na extremidade oposta ao elemento nitrogénio.

Figura 12 - (a) residuos ndo protonatos de quitosanas NGUO, NGLU e NGUC, respectively;
(b) residuos protonatos de quitosana NGPO, NGLP e NGPC, respectivamente.

NGUC

(a) (b)

No préximo passo as cargas foram implementadas no campo de forca OPLS-AA para
realizagdo das simulagdes computacionais por dindmica molecular. Os trabalhos sobre a
parametriza¢do da quitosana e dos contaminantes glifosato e diclofop, foram publicados pelo
grupo de pesquisa desse trabalho entre 2008 a 2019. (Lins and Hiinenberger
2005a) (Performance and Chemistry 2010)(Kaminski et al. 2001
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3.2 - Sistemas simulados por DM

A simulacdo de sistemas moleculares requer a geracdo de conformagdes estatisticamente
representativas. No presente caso, a caracterizacdo adequada da dindmica estrutural dos
sistemas estudados requereu estruturas adequadas ao meio em que essas foram inseridas. Para
isso foi utilizado o método de Dindmica Molecular (DM), o qual recorre a integragdo das
equagoes classicas de movimento, para determinar a posi¢ao, a velocidade e a aceleracao das
particulas do sistema em um dado instante do tempo. Desta forma, foi feito o levantamento de
informagdes sobre o comportamento dindmico, dependente do tempo, dos atomos que

compdem o sistema. (Frenkel and Auer 2001)

As propriedades macroscopicas de interesse (como pressao, volume, temperatura, entre
outras) puderam ser obtidas aplicando-se técnicas de mecanica estatistica a partir dos dados

microscopicos providos da simulacdo. (Hess, Kutzner, van der Spoel, et al. 2008)

A trajetoria obtida a partir da Dinamica Molecular foi validada com as propriedades
obtidas dos resultados experimentais. Esta comparacdo ¢ uma forma de avaliar a precisdo e
representabilidade dos métodos computacionais utilizados para descrever os sistemas

estudados. (Ryckaert, Ciccotti, and Berendsen 1977)

Inicialmente foram produzidas as simula¢des por dindmica molecular classica do
filamento decamérico de quitosana contendo 237 atomos, junto aos herbicidas metildiclofop,
diclofop e glifosato para investigar a ocorréncia de interagdes entre os contaminantes € o
biopolimero. As DMs foram realizadas usando o pacote computacional GROMACS
2016.4(M.J. Abraham, D. van der Spoel, E. Lindahl, B. Hess and development team 2004) com
o conjunto de pardmetros no campo de forca OPLS-AA. A configuracdo inicial da simulagdo
em solucdo aquosa foi obtida apds a producdo da dindmica do contaminante e a biomolécula no

vacuo.

A minimizacdo de energia foi realizada usando o algoritmo de minimizagdo steepest
descent por 1000 passos com limite energético de 100 kJ.mol™. O raio de Coulomb e de Van
der Waals para o tratamento das interagdes de curto alcance foi de 1.2 nm, sendo que o
tratamento das interagdes eletrostaticas foi realizado pelo método particle mesh ewald PME. A
seguir, o sistema anidro foi equilibrado em temperaturas consecutivas (50K, 150K e 300K)

durante 1ns em um conjunto NVT e com um passo de integracdo de 2fs com o termostato V-
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rescale usado para manter a temperatura constante. A caixa modelada era uma caixa cubica, o
integrador utilizado foi Verlet e as condi¢des periddicas de contorno foram utilizadas em todas
as dimensdes x, y e z. Adicionalmente, este sistema foi simulado durante um tempo de 50ns a
temperatura 300K e com intervalo de integracdo de 2fs. Em seguida os sistemas foram
solvatados separadamente em caixa ciibica com modelo de dgua TIP4P. Para atingir a forca
ionica desejada, um conjunto com pequeno excesso (neutralizante) de fons sodio (Na') e
cloretos (CI") foram adicionados para gerar uma difusao mais rapida dos ions dentro do sistema.
Esse procedimento se fez necessario devido a quitosana possuir carga +4, o herbicida

metildiclofop carga 0, o diclofop —1 e o glifosato —2.

Apos a solvatacdo, cada sistema contendo a quitosana teve a sua energia minimizada,
com o algoritimo steepest descent. Em seguida, o solvente foi equilibrado através de trés
sucessivas termalizagdes de 1 ns cada, nos referidos sistemas. As temperaturas utilizadas foram
50, 150 e 300 K. Durante este processo, a posicdo dos atomos mais pesados (exceto o
hidrogénio) novamente foram fixados aplicando-se uma constante de forga de 1,0x10° kJ mol™
nm™. Ap6s a equilibragdo do solvente, um total de 50 ns de simulago por dinimica molecular
foi executada para os sistemas. Essas simulagdes foram realizadas em um ensemble isotérmico-
isobarico (NPT) e utilizando o algoritmo de Verlet para a obtencdo da velocidade das
particulas. Durante a simula¢do por dindmica molecular, a cada passo de integragdo, os
movimentos translacionais e rotacionais também foram removidos do centro de massa dos
sistemas. A temperatura foi mantida por 300 K acoplando os solutos e os solventes
paralelamente aos barostato de Berendsen com um tratamento isotropico. Os comprimentos de
ligacdo, bem como os movimentos de estiramento linear e angular envolvendo os dtomos de
hidrogénio foram fixados utilizando o algoritimo LINCS. As contribui¢des eletrostaticas de
longo alcance foram tratadas por meio da aproximag¢do do método PME. Finalmente, as
trajetorias das simulagdes DM foram analisadas pela energia das interacdes eletrostaticas e de
Van der Waals , célculo do valor médio temporal da funcao g(r) normalizada, raiz quadrada do
desvio quadratico médio RMSD (do inglés: Root mean square deviation), cdlculo do nimero de
ligagdes de hidrogénio, calculo da energia livre de ligagdo entre a quitosana e os herbicidas e
analises de agrupamento (cluster). A analise de grupamento forneceu a configuracdo mais
estatisticamente representativa do complexo, que foi utilizada na produg¢do das dinamicas
quanticas. A producdo em solu¢ao aquosa foi realizada para confirmar a acdo da quitosana

como bioadsorvente dos herbiciadas que podem contaminar os corpos aquaticos.
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A Figura 13 (a), (b) e (c) representam cada um dos sistemas simulados com as
moléculas de dgua e ions ocultos, para melhor visualizagdo.(Hess 2008)(Hess, Kutzner, Van

Der Spoel, et al. 2008)

Figura 13 - (a) quitosana e metildiclofop , (b) quitosana diclofop e (c) quitosana e glifosato

(b)

(©)

Fonte: Autor, representagdo de licorice para a quitosana ¢ VDW (Van der Waals ) para os
herbicidas. Oxigénio (vermelho), Nitrogénio (azul), Carbono (verde) e Hidrogénio (branco),

através do programa VMD (Humphrey, Dalke, and Schulten 1996a)

72



3.3 — Determinagdo da energia livre de ligagcdo quitosana herbicidas por DM

A constatagao da espontaneidade de formacao de interagdes atrativas entre os herbicidas
(metildiclofop e glifosato) e o biopolimero foi feita pela estimativa de energia livre de ligacao
entre essas moléculas. Assim sendo, o método LI/E (do inglés: Linear interaction Energy),
implementado no pacote computacional GROMACS, obtém a energia livre de ligacdo com
base em uma analise de energia de potenciais intermoleculares. Para uma analise precisa, sao
necessarias duas simulagdes, uma contendo os herbicidas em solu¢ao aquosa na presenca de
quitosana e outra na auséncia do biopolimero. Para a producdo de valores médios das energias
de Van der Waals (U}’ide onp ) € €letrostatica (Ufi";_lem,) adequados foram necessarios considerar
os potenciais de Lenard-Jones e de Coulomb somente para a quitosana e os herbicidas. A
estimativa L/IE completa ¢ baseada em energias médias de campo de forca que permite o
calculo de energia livre de ligagdo apenas por meio de amostragem de energias potenciais entre

o ligante e o solvente ou o receptor, sem a necessidade de pos-processamento. Nesse estudo a

equacdo da abordagem LIE pode ser expressa a seguir pela equacao 39.

AGy= 0 (Uri e eny ) + BA (Ui geny ) (39)

Sendo que AG,,, ¢ a energia livre de interagdo entre a quitosana e o metildiclofop, (U}’i‘fg"f env) €2

energia média de vdW entre o herbicida e o ambiente, (Ufioé‘fenv) ¢ a energia média coulombica

entre o metildiclofop e o ambiente. O termo A corresponde as duas simula¢des, uma na
presenca da quitosana e a outra na auséncia dela. O valor de « = 0,181, foi escolhido como
parametro para dimensionar as energias de interagdo vdW e [ =0,5 parametro para

dimensionar as energias de interagdo eletrostatica.
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3.4 — Determinacao da energia livre de ligacao biopolimero herbicidas por SMD

A partir das estruturas equilibradas, foram realizadas dinamicas direcionadas para
obtenc¢do da energia livre (propriedade em equilibrio) a partir do calculo do potencial de forga
média. O tamanho total dos sistemas para os calculos de energia livre foi aproximadamente 300
atomos. A partir dessas estruturas, foram produzidas simula¢des independentes de energia livre
para calcular o trabalho necessario para desconectar os herbicidas da quitosana (propriedade

fora do equilibrio).

A partir da integracio da forca média de um ensemble’ de configuragdes, pode ser
calculado o potencial de for¢ca média, no qual exibe um importante papel na investigagdo de
processos moleculares, em que o espaco configuracional ¢ descrito por uma coordenada de
reagdo. Sendo assim, o PMF ¢ basicamente o perfil de energia livre ao longo da coordenada de
reacdo ¢ ¢ determinado através da média ponderada de Boltzmann sobre todos os graus de

liberdade exceto o da coordenada de reagao.

Uma simulagdo dindmica direcional € um processo de fora do equilibrio, enquanto que o
PMF ¢ uma propriedade em equilibrio. Portanto, é necessaria correlacionar esses processos em
equilibrio e em ndo-equilibrio, que se da especificamente através da igualdade de Jarzynski
(mecanica estatistica em nao-equilibrio). Assim, torna-se possivel extrair propriedades em
equilibrio de sistemas em nao-equilibrio. A igualdade de Jarzynski, equacdo 40, estabelece uma
conexao entre o calculo de energia livre em equilibrio e o trabalho realizado no processo em
nao-equilibrio, e por isso, permite calcular o PMF sobre processos fora do equilibrio, tais como

as simulagdes de Umbrella Sampling.(Hub, De Groot, and Van Der Spoel 2010) '

e_BAF = <e_BW) (40)

Sendo AF a variagdo de energia livre entre os estados inicial e final, W o trabalho
externo e f=(KsT)”, Kz e T sdo a constante de Boltzmann e a temperatura, respectivamente. A

propriedade mais importante desta relagdo € que ela ndo se restringe somente a sistemas em

? Ensemble ¢ conjunto cujos elementos sio sistemas de particulas que servem para descrever um unico sistema
dado. Esse conceito de grande utilidade na termodinamicaestatistica, foi inicialmente proposto como uma maneira
de se obter o valor médio no tempo do sistema dado tomando-se a média dos elementos do ensemble num
determinado tempo.
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equilibrio. A igualdade ¢ satisfeita para qualquer pertubacdo, desde que amostragens suficientes

sejam realizadas. (Zhang and Ouyang 2021)

As simulacdes de energia livre foram conduzidas com amostragem guarda-chuva ou
Umbrella Sampling para o célculo do potencial de forga média em fungdo da separagdo entre o
centro de massa COM (do inglés: centre of mass) da quitosana e dos herbicidas, na qual o
biopolimero serviu como grupo de referéncia, enquanto os contaminantes foram afastados
gradualmente ao longo da coordenada de reacdo +y. Foi usado uma constante de mola k,= 820
kJ mol’ nm™ e constante de velocidade v = 0,001 nm ps’ para que o herbicida fosse
gradualmente puxado. Para a realizagdo das analises, a trajetoria foi salva a cada 10 ps, no
ensemble NVT. A coordenada de reacdo que usamos descreve a fragcao de contatos das cadeias
de interesse a serem desligadas da superficie da quitosana. A distancia de corte para os contatos
corresponde a distAncia de corte sem ligacdio de 12 A para garantir que as cadeias
desconectadas ndo interagem com o biopolimero. As janelas foram executadas por 2 ns cada, a
partir de uma coordenada de reacdo na qual valor de F = 0 onde os contatos sdo formados e
para F = 1 onde todos os contatos foram rompidos. O intervalo do centro da janela de 0,05 nm
para o sistema contendo o metildiclofop correspondeu a 10 janelas no total e 20 ns e para o
sistema contendo diclofop o intervalo entre as janelas foi de 0,05 nm ao longo de F com o total
de 30 janelas. Destas 30, somente 10 janelas equidistantes com tempo integral de 30 ns de
tempo de simulacdo por cendrio de remocdo para garantir a convergéncia. As cadeias de
interesse foram desconectadas por aproximadamente 2 nm. As simula¢des de amostragem de
guarda-chuva foram analisadas com o histograma ponderado WHAM e a andlise do erro sobre o
potencial da forca média foi realizado com bootstrap.(Hub, De Groot, and Van Der Spoel
2010) A Figura 11 (I) a (X) exibe as janelas simuladas nas 10 dinamicas direcionais, separadas
por 0,05 nm, que foram utilizadas no puxamento do metildiclofop da quitosana no eixo +y para

a obten¢@o do potencial de forca média.(Beckham and Crowley 2011)
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Figura 14 - representacdo das janelas simuladas na dindmica metildiclofop com a quitosana na

direcdo +y.

(IX) (X)

Fonte: Autor, através do programa VMD(Humphrey, Dalke, and Schulten 1996a)
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3.5 - Dinamica molecular quantica ou DMBO

O recente campo de forca GFN2-xTB parametrizado para o estudo de interagdes
intermoleculares, ¢ um dos métodos DFT semi-empiricos mais recentemente desenvolvidos
pela equipe de Grimme. Este ¢ um pacote de programa semi-empirico eXtended Tight-Binding
(xtb) especialmente projetado para otimizagdo de geometria, frequéncia de vibragdo e interagdo

nao covalente (GFN) e foi utilizado nas dinamicas quanticas deste trabalho.

Neste trabalho foram produzidas dindmicas quanticas para o a sistema de quitosana com
o metildiclofop e quitosana com glifosato, na qual a sua geometria foi minimizada pelo campo
de fora classico OPLS-AA e em seguida otimizado a nivel semiempirico com o campo de forca
GFN2-xTB. Esse tipo de dinamica molecular também pode ser chamado de dinamica
molecular de Born Oppenheimer (DMBO) ou dinamica direta. As coordenadas cartesianas
iniciais da DMBO foram obtidas pela analise de grupamento da dindmica classica que em
seguida foram utilizadas no programa xtb. A amostragem foi conduzida considerando o modelo

de solvatacdo implicita GBSA (do inglés: Generalized Born Surface Area).

A simulac¢dao por DMBO foi conduzida por um tempo total de 50 ps, com passos de 1 fs,
na temperatura de 298,15 K em um ensemble NVT. Além disso, foi realizada a analise do
RMSD em relagdo ao tempo por dindmica quantica do agregado de biopolimero e do herbicida
além das analises das interacdes de curto alcance a partir das simulagdes quanticas. A formagao
das ligagcdes de hidrogénio entre o ligante e o receptor foi avaliada através da andlise da

distribuicao radial de pares g(r) e o resultado foi agregado aos resultados da dinamica classica.
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3.6 - Ligacdes de Hidrogénio

As evidéncias para a formacao de ligacdes de hidrogénio podem ser experimentais ou
tedricas, ou idealmente, uma combinagcdo de ambas. Nesse trabalho, o nimero de ligagdes de
hidrogénio serd abordado e por isso foi necessario a defini¢do de critérios para ocorréncia
dessas interagdes. Alguns critérios geométricos sdo uteis para caracterizar tipicas ligagcdes de
hidrogénio. Nesse estudo, os critérios estabelecidos para essas forgas intermoleculares, foram
os critérios geométricos definidos pelo GROMACS na qual r < 0,4 nm e o < 35° Figura 15.
(Arunan et al. 2011)(hydrogen bonds n.d.)

Figura 15 - Critério geométrico da ligagdo de hidrogénio
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Capitulo 4
RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Mudangas conformacionais e das interacdes energéticas nas DMs

Sabe-se que a estabilidade dos complexos depende das condigdes do solvente em torno
da macromolécula e das interagdes intermoleculares. A seguir foram reportados os resultados e
analises das trés simulagdes independentes de quitosana em solug¢do aquosa (pH = 6,5), sendo
uma realizada com glifosato (carga = -2) e as outras duas sendo uma com o metildiclofop
(molécula neutra) e a outra com o diclofop (carga = -1). Os valores reportados foram obtidos
apos o tempo total de 150ns de simulagdo, 50ns para cada um dos trés sistemas. A primeira
analise foi realizada pelo célculo da raiz quadrada do desvio quadratico médio RMSD (do
inglés: root mean square deviation), que estimou a mudanga conformacional dos sistemas.
Primeiramente, um baixo valor de RMSD indica alta estabilidade estrutural e vice e versa. Os
valores foram analisados nas seguintes situagdes: (Quimica and Faria 2019)(Oyewusi et al.

2021)

1) Quitosana em relagdo a sua estrutura inicial em cada um dos sistemas contendo
os herbicidas, totalizando trés sistemas;
1) Cada um dos herbicidas em relagao as suas estruturas iniciais

1i1) Agregados de quitosana com herbicida em cada um dos trés sistemas

Foram observadas mudangas conformacionais similares para a quitosana nos trés
sistemas. As alteragdes conformacionais dos herbicidas também foram préximas. Os agregados
foram relaxados durante a simulagdo de DM e os baixos valores de RMSD, mostrados na
Tabela 4.1, estdo relacionados as suas altas estabilidades conformacionais atingidas nas
simulacdes. Em outras palavras, isso significa dizer que a quitosana se conecta aos herbicidas

de maneira similar, sendo eles eletricamente carregados ou ndo. (Anbarasu and Jayanthi 2018)
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Tabela 4.1 - Valores de RMSD (nm) dos sistemas durante os tltimos 5 ns de simulagdo com os

respectivos desvios entre parénteses.

RMSD da RMSD dos RMSD dos
Sistemas
quitosana (nm) herbicidas (nm) agregados (nm)
Quitosana e metildiclofop 0,3 (1) 0,18 (4) 0,8(2)
Quitosana e diclofop 0,4 (1) 0,15 (3) 1,5 (5)
Quitosana e glifosato 0,4 (5 0,13 (2) 1,3 (D)

Outra analise realizada foi o raio de giro Rg (do inglés: radius of gyration), que pode ser
matematicamente definido como a raiz quadrada da distancia média ao quadrado, ponderada
pelo centro de massa de um conjunto de 4&tomos e ¢ uma analise estrutural complementar que
foi realizada para a quitosana nas simulacdes com cada um dos herbicidas. O raio de giro
estimou as mudancas no grau de compactacdo do biopolimero durante a DM. Nesse sentido,
um valor de Rg razoavelmente pequeno representou maior grau de estabilidade estrutural,
sendo que um alto valor de Rg significa um empacotamento mais frouxo. Nos trés sistemas a

quitosana apresentou grau de compactacao semelhante.

A terceira analise conformacional realizada foi o célculo flexibilidade do biopolimero,
feita através da flutuagdo quadratica média RMSF (do inglés, root mean square fluctuation).
Nesse sentido, baixos valores de RMSF indicam baixo grau dos movimentos atdmicos durante a
simulagdo. Portanto, quanto menor for o valor da flutuacdo maior sera a estabilidade do
complexo e vice e versa. Também foram observadas flutuagdes conformacionais similares para
a quitosana nos trés sistemas. Essas analises também mostraram que a quitosana se conecta aos
herbicidas de maneira similar, sendo eles eletricamente carregados ou nao. Esses valores
reforcam a quitosana como bioadsorvente de herbicidas. A Tabela 4.2 mostra essas

tendéncias.(Oyewusi et al. 2021)
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Tabela 4.2 - Valores de RMSF (nm) e raio de giro (nm) para a quitosana nos trés sistemas,

durante os ultimos 5 ns de cada simulagdo com os respectivos desvios entre parénteses.

Sistemas Raio de giro da quitosana RMSF (nm) da quitosana
Quitosana e metildiclofop 1,05(4) 0,24 (8)
Quitosana e diclofop 0,95 (5) 0,30 (1)
Quitosana e glifosato 0,85 (5) 0,24 (1)

Outras analises foram fundamentais para melhorar a elucidagdo do mecanismo de
interagdo entre o biopolimero e os herbicidas. As analises de potenciais de Coulomb e de
Lenard-Jones das DMs mostraram o perfil das energias de interagdes eletrostaticas e de Van der
Waals , respectivamente. (Anbarasu and Jayanthi 2018)(Shtaiwi et al. 2018)(C. V. Kumar et
al. 2014)(Lobanov, Bogatyreva, and Galzitskaya 2008)

A Tabela 4.3 exibe os valores dos potenciais de Coulomb e de Lenard-Jones relacionado
as interacdes intermoleculares. Os perfis dos potenciais estdo mostrados na Figura 16. Nesse
sentido, se pode confirmar a estabilidade das interacdes intermoleculares eletrostaticas e de
Van der Waals nos trés sistemas simulados. As dindmicas foram realistas e mostraram que os
sistemas eletricamente carregados formaram interacdes eletrostaticas mais fortes do que o
sistema com metildiclofop que possui carga zero. Esses valores reforcaram a hipdtese da

ocorréncia da biossor¢ao de herbicidas por quitosana.

Figura 16 - Potenciais de Coulomb (vermelho) e de Lenard-Jones (preto) das simulagdes. (a)

quitosana com metildiclofop, (b) quitosana com diclofop e (c¢) quitosana com glifosato.
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Fonte: Autor, através do programa Grace 5.1

81



Tabela 4.3- Potenciais de Lenard-Jones e de Coulomb para os sistemas

Sistemas Potencial Potencial
Lenard-Jones (kJ.mol™) Coulomb (kJ.mol™)
Quitosana e metildiclofop -50 (5) -31 (6)
Quitosana e diclofop =20 (15) -90 (62)
Quitosana e glifosato -14 (4) -232 (59)
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4.2 - Interacoes nos sitemas simulados nas DMs

Nesta secdo, a formacgdo de interagdes intermoleculares entre quitosana e os herbicidas
foi discutida com base nos valores de RDF dos sistemas. Os valores obtidos foram

correlacionados.

Apos a comparagao da estabilidade estrutural dos trés sistemas simulados, foi realizado
o calculo da distribui¢ao radial de pares atdomicos (RDF, do inglés: Radial Distribution
Function). Essa andlise determina o padrdo de distribuicdo na célula unitaria periédica. O RDF
¢ imprescindivel para analisar as principais interacdes entre as moléculas simuladas. Esta
analise € conjecturada para estimar as extensdes mediais entre os pares de atomos durante toda
a simulagdo computacional. A estimativa ¢ realizada através do calculo do valor médio
temporal da funcdo g(r) normalizada. (Rahman, Foster, and Haque 2013)(Dahanayake et al.
2019)

As intera¢des no sistema contendo o biopolimero e os dois herbicidas metildiclofop e
diclofop foram comparadas com o agregado formado entre a quitosana e o glifosato. A Figura

17 representa a estrutura de Lewis do glifosato em pH = 6,5 que foi simulada nesse trabalho.

Figura 17 - Representacao de Lewis para a molécula de glifosato, simulada em pH = 6,5.
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Fonte: Autor(Hunter 2009)

Para isso, foi fundamental a contraposicao dos calculos de RDF nos trés sistemas. O
estudo de Faria (2019) analisou as diferentes possibilidades de interagdes entre o glifosato e a
macromolécula. O autor mostrou (por uma série de analises de RDF) que os grupos
aminoprotonados da quitosana interagiram mais fortemente com os oxigénios do glifosato do
que com o outro grupo amino especifico do herbicida. (Quimica and Faria 2019) Sendo assim,

na Figura 18 foram analisados juntamente os RDF's de todos os agregados.
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Para o calculo do RDF entre o metildiclofop e a quitosana, os pares atdmicos
selecionados foram formados pelos oxigénios dos grupos funcionais especificos dos
contaminantes com o nitrogénio do grupo aminoprotonado da quitosana (NH3") durante os
ultimos 5 ns de simulagdo. A visualizagdo da trajetéria da dinamica molecular forneceu
evidéncias de interagdo entre esses atomos. Um pico bem definido a uma pequena distancia r
no perfil do grafico de RDF sugere a menor movimenta¢cdo em meio aos atomos, o que indica a
formacdo de interagdes. A partir disto, foi proposto que o mecanismo de biossor¢ao do
metildiclofop pela quitosana ocorre com a formagao de ligagdes de hidrogénio intermoleculares
entre o grupo aminoprotonado da quitosana e o carbonila do herbicida. A Figura 18 (a) indicou
que ha uma forte interacdo entre os grupos aminoprotonados do biopolimero e o oxigénio
carbonilico (C = O) do metildiclofop. A existéncia de interacdes fortes foi observada devido a
formagdo do pico de g(r) formado em r ~ 0,3 nm. Esse comprimento de ligagcdo ¢ da ordem do
comprimento de ligagdes de hidrogénio que foram previamente definidas no topico 3.6 deste

trabalho.

Na Figura 18 (b) se pode observar a ocorréncia de interacdo entre o diclofop e a
quitosana pelo par atdmico formado pelo oxigénio do grupo carboxilato do herbicida (CO;) e o
nitrogénio do grupo aminoprotonado da quitosana (NH;"). Os picos a uma pequena distincia (r
~ 0,3 nm) no grafico (b) da Figura 18 indicaram uma forte interacdo entre o biopolimero e o
diclofop. Esse comprimento de ligagdo também estd na ordem do comprimento das ligagdes de
hidrogénio. Sendo assim, o mecanismo de adsor¢ao do diclofop pela quitosana também ocorre

com a formacao de ligagdes de hidrogénio intermoleculares.

Na Figura 18 (c¢) foi mostrado que os grupos fosfonato e carboxilato formam ligacdes de
hidrogénio com a quitosana. O Atomo O3 foi 0 que mais interagiu com o biopolimero ¢ isso
pode ser explicado porque o grupo O3 — HO3 atua como grupo doador de hidrogénio para a
ligacdo de hidrogénio. Sendo assim, a contraposi¢do dos dados de g(r) na Figura 18

confirmaram fortes interacdes entre a quitosana e o glifosato.

Esses resultados inserem a quitosana como um material promissor e importante a ser

aplicado na remogao (adsor¢ao) desses herbicidas presentes em aguas contaminadas.
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Figura 18 - RDF'’s entre os atomos de oxigénio dos herbicidas e o nitrogénio presente no grupo
aminoprotonado da quitosana (NH3") durante os wiltimos 5 ns de simulagdo. (A) oxigénio do
grupo carbonila (C = O) do metildiclofop, (B) oxigénio do grupo carboxilato (CO;) do
diclofop e (C) oxigénios dos grupos carboxilato (CO,") e fosfonato (POs;H") do glifosato.
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Fonte: Autor, através do programa Grace 5.1 (Graphing, Advanced Computation and

Exploration of Data) (Turner 2005)

Assim sendo, apds as duas dindmicas moleculares dos herbicidas metildiclofop e
diclofop com a quitosana foram realizadas simulagdes direcionais do tipo umbrella sampling.
Com isso, 0 mecanismo de biossor¢do foi complementado com o acréscimo da energia livre de

ligacao obtido pela temodinamica estatistica entre a quitosana e esses herbicidas. (Batug et al.
2008)
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4.3 - Energia livre de ligagdo entre os herbicidas e a quitosana obtidos pelo

método LIE

Duas simulagdes por dinamica classica com cada um dos herbicidas em ambiente
aquoso (pH = 6,5) foram realizadas adicionalmente para a obtengdo do AG de ligacdao pelo
método LIE (AGy). Uma das simulagdes foi realizada com o herbicida ligado e outra com ele
na forma livre. A convergéncia das simulagdes foi verificada periodicamente pelo
acompanhamento do RMSD dos agregados, pelas energias totais e pelas energias de interacao
entre os ligantes e as moléculas circundantes (quitosana e agua). A Tabela 4.4 mostrou as
energias de interagdo eletrostiticas e de Van der Waals dos herbicidas livres e nas formas
ligadas a quitosana. Novamente, percebe-se que para o sistema contendo metildiclofop as
interagdes de Van der Waals (ndo polares ou hidrofébicas) predominaram sobre as interagdes
eletrostaticas para a formacdo das interagdes intermoleculares. Os potenciais de Coulomb e
Lenard-Jones foram considerados para a obtengdao do modelo L/E que foi calculado pela
aplicagdo da equacao 39. Os parametros de Lenard-Jones (o = 0,181) e de Coulomb ( = 0,50)
disponiveis no pacote GROMACS foram utilizados neste trabalho e produziram valores de
energias livres de ligacdo que concordaram com os dados in vitro e in silico reportados na

literatura.

Tabela 4.4 - Resultados dos termos de energias de Van der Waals (vdw), energia de Coulomb
(coul) na forma livre e na forma ligada, parametros a e f e energia livre de ligacdo AGy g nos

ultimos 5ns de simulagdo, para metildiclofop e o glifosato.

Interagdes do ligante

Composto o B (Uﬁlg—venv >bound (Uﬁlg—venv )free (Ulci‘;ilenv )bound (Ulciogiilenv )free AGLIE
(kJ.mol™) (kJ.mol ™) (kJ.mol™) (kJ.mol ™) (kJ.mol™)

Metildiclofop 0,181 0,50 -40 -16 -7 -63 -18(7)

Glifosato 0,181 0,50 44 -12 -70 -834 -29(3)
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Outros valores de energia livre podem ser obtidos ao serem utilizados a e B diferentes,
que sejam determinados experimentalmente, mas esse objetivo foge ao escopo deste trabalho.
Os valores de energias livres de ligacdo obtidos entre os herbicidas e a quitosana foram da
mesma ordem de grandeza das energias de ligacdo experimental relacionada a biossor¢ao de
dois corantes azo com a quitosana em gluteraldeido, assim como a energia livre de ligacao de
13 inibidores das proteinas CPY1A2 e 20 inibidores da proteina SARS-CoV-2 Mpro obtidos
em trabalhos recentes, Figura 19. (Ngo et al. 2021; Vasanthanathan et al. 2010)'(A. H. Chen
and Chen 2009)

Figura 19 - Comparagdo de valores de energia livres experimentais e teéricos de diversos

sistemas.
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Fonte: Autor, através do programa Grace 5.1.(Turner 2005)

Sendo assim, foi obtido um valor de energia livre de ligacdo do metildiclofop igual a -
18 (7) kJ.mol™ e de -29 (23) kJ.mol™' para o glifosato. Esses dados mostraram que a atragdo
entre a quitosana e os herbicidas ocorre de forma espontanea em ambiente aquoso de acordo
com as condic¢des fisico-quimicas apresentadas neste trabalho. Nesse sentido, encoraja-se a
incorporado de quitosana em membranas de filtros utilizados no tratamento de agua
contaminada por esses herbicidas. (Aqvist, Luzhkov, and Brandsdal 2002; Ngo et al. 2021;
Vasanthanathan et al. 2010; W. Wang, Wang, and Kollman 1999)(Martinez Gil et al. 2013;
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Mayumi Minamisawa, Hiroaki Minamisawa, Shoichiro Yoshida 2004) (Ferreira, Franca, and
Leite 2017) Assim, a estimativa teérica do valor da energia de ligagdo calculado pelo método

LIE foi de acordo com os valores reportados na literatura.
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4.4 - Energia livre de ligacdo nas simulacdes SMD

As simulagdes direcionais dos dimeros de quitosana com metildiclofop e qutiosana com
diclofop foram usadas para analisar o processo de dessor¢do, através das alteragdes energéticas
e conformacionais que ocorreram durante as dissociagdes diméricas. Os resultados mostraram
um padrdo especifico das alteragdes energéticas para ligagdes de hidrogénio e das interagdes

hidrofobicas formadas durante a DM e que foram rompidas durante a SMD.

Pela andlise da trajetéria e energia no sistema com o metildiclofop, verificou-se que a
distdncia média de alongamento foi de 0,3 nm, proximo a 500ps. A integridade das duas
ligagdes de hidrogénio e das interagdes hidrofobicas foi mantida nessa distancia e
caracterizaram a alta estabilidade do complexo. Em geral, a energia diminuiu gradativamente
durante o processo de alongamento. Nos 1000 ps seguintes, quando a distancia de tracdo foi
maior do que 0,40 nm, a ligagdo de hidrogénio se rompeu concomitantemente com a
diminuicdo brusca de energia que casou a dessorcdo parcial do herbicida. Concomitantemente a
quantidade de contatos decaiu para zero o que significou o rompimento das interagdes

hidrofébicas que ndo conseguiram manter a integridade do agregado, Figura 20.
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Figura 20 - Dissociagdo dos componentes durante a SMD. (a) distancia do centro de massa da
quitosana com o metildiclofop (b) distancia do centro de massa da quitosana com o diclofop (c)
quantidade de contatos entre a quitosana ¢ o metildiclofop (d) quantidade de contatos entre a

quitosana e o diclofop. Cada curva ¢ referente a uma simulagdo direcional.
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Fonte: Autor, através do programa Grace 5.1. (a) e (b) running average = 200 e (c) e (d)

running average = 300.(Turner 2005)

Em termos de energia de interagdo, a energia média de ligagdo de hidrogénio (-43
kJ/mol) foi maior do que a de interacdo hidrofébica (-31 kJ/mol) e desempenhou um papel

importante na manutencdo da conformag¢do complexo. Ao alterar o herbicida que compde a
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ligacdo de hidrogénio, a estabilidade do complexo pode alterar assim como a energia da SMD
durante o estiramento. Foi percebido um maior nimero de contatos entre a quitosana e o
diclofop, sendo que a energia média das trés ligacdes de hidrogénio (-54 kJ/mol) também foi
maior do que a de a energia das interagdes hidrofobicas (-11 kJ/mol) e assim sendo também

desempenhou um papel importante na estabilizacdo deste complexo, Figuras 21 e 22.

Figura 21 - Mudangas energéticas de interagdo ao longo do tempo durante a simulagdo SMD.
(a) interagoes eletrostaticas e Van der Waals entre metildiclofop e quitosana (b) interagdes
eletrostaticas e Van der Waals entre o diclofop e a quitosana (c) numero de ligacdes de

hidrogénio (L.H) entre a quitosana e o metildiclofop e (d) L.H entre quitosana e diclofop.
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Fonte: Autor, através do programa Grace 5.1. (Turner 2005) (a) e (b) média dos pontos da

dinamica = 200 e (c) e (d) média dos pontos da dinamica = 300.
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Figura 22 - Trajetéria de dissociagdo durante a SMD. No inicio as liga¢cdes de hidrogénio
intactas, no meio estiramento da ligagdo de hidrogénio e finalmente a dissociagdo. (a)-(c)

sistema com quitosana e o metildiclofop e (d)-(f) quitosana e diclofop.

(d) (e) ®

Fonte: Autor, através do programa VMD(Humphrey, Dalke, and Schulten 1996b)

Obviamente, a interagdo da quitosana com diferentes herbicidas como o metildiclofop e
diclofop pode ser confirmada por experimentos que sdo baseados na aplicacdo de forgas
mecanicas em moléculas individuais num determinado sistema, visando estudar propriedades
de ligagdo de biomoléculas e sua resposta a manipulagdes mecanicas externas, como a
Microscopia de Forca Atomica (AFM). (Amarante et al. 2014; E. F. Franca et al. 2011b) Esses
resultados podem ser obtidos em pesquisas futuras. O metildiclofop apresentou ligagdes mais
fracas com a quitosana quando comparado ao diclofop, que por possuir carga negativa originou

interagdes eletrostaticas mais fortes com o biopolimero que estd carregado positivamente. Isso
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também foi observado nas andlises energéticas e estruturais anteriores que concordam com o

PMF obtido ao longo da coordenada de reacao (&), ilustrado na Figura 23.

Figura 23- Curvas do potencial de forca média (PMF) para os sistemas.
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Fonte: Autor, através do programa Grace 5.1 (Turner 2005)

Foi mostrado que a barreira energética para o rompimento das interagdes mais fracas foi
de 48 kJ/mol e erro Bootstraping = 4 (1), enquanto que para o diclofop foi de 110kJ/mol e
Bootstraping = 2 (1). Essa tendéncia nas interagdes energéticas também foi observada nas DMs
anteriores, na qual o valor de energia livre de ligacdo obtido para o metildiclofop (neutro) foi
menor do que o calculado para o glifosato, que assim como o diclofop também possui carga

negativa.

Ha um defeito no perfil PMF em torno de § = 0 nm para o metildiclofop e em & = 0,15
nm para o diclofop. Entretanto, seriam necessarias mais simulacdes nessas regides de & para
aumentar a amostragem nesses nives de alta energia. Como ndo houve janela centrada nesta
regido da coordenada de reagdo, a amostragem deve ser aumentada para corrigir este problema.
Em pesquisas futuras realizar-se a simulagdes adicionais com uma janela centrada em & = 0,0
nm e em § = 0,15 nm para o metildiclofop e o diclofop, respectivamente para a obtencao de um
perfil mais suave que atinja o equilibrio. Nao sera necessario refazer as simulacdes ja
realizadas, somente sera necessario inserir a funcao de particdo das novas simulagdes no

histograma. (Hub, De Groot, and Van Der Spoel 2010; S. Kumar et al. 1992; Roux 1995)
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Sendo assim, as simulagdes deste trabalho reproduziram o esperado na natureza, onde as
espécies carregadas se atraem mais intensamente do que moléculas neutras. Além disso, as
energias obtidas nas SMDs (-48 kJ/mol ) e nas DMs (-18 kJ/mol) para o metildiclofop sdo da

mesma ordem de grandeza, Tabela 4.5.

Tabela 4.5- Energias livres de ligacao obtidas por SMD e por DM. O simbolo x indicam que a

energia ndo foi calculada pela respectiva metodologia.

Compostos AGpyr (kJ.mol™) AGy g (kJ.mol™)
Metildiclofop -48 (4) -18(7)
Diclofop -110 (2) X

Glifosato X -29 (3)
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4.5 - Mudangas conformacionais e nas interagdes por DM e por BOMD

Para obter um maior grau de confiabilidade sobre as informagdes relacionadas ao
mecanismo de biossor¢ao dos herbicidas, a ocorréncia de interagdo entre a quitosana € o
herbicida metildiclofop foram feitas a partir da trajetéria de BOMD e comparadas as analises
de DM. As andlises comparadas foram o RMSD, Figura 24 (a) e (b) e a funcdo g(r) na Figura
25.

As duas simulag¢des independentes de quitosana com metildiclofop, sendo uma por
dindmica classica, em solugdo aquosa, Figura 24 (a) e (b) e outra por dinamica quantica
semiempirica em solvente implicito, Figura 24 (c) e (d). Na DM a mudanga conformacional foi
calculada durante os ultimos cinco nanossegundos de simulacdo. Os valores de RMSD em
ambas simulag¢des indicaram uma boa estabilidade conformacional do complexo na simulacao
quantica e classica e mostraram que os agregados atingiram as suas estabilidades
conformacionais nas dinamicas. Essa estabilidade ocorre devido a formagdo de interagdes de

Van der Waals e de Coulomb entre os componentes.

A fim de justificar a maior flutuagdo conformacional na simulagdo por mecanica
classica, em solvente aquoso, foi feito o calculo do nimero de ligagdes de hidrogénio na
trajetoria entre o complexo e as moléculas de 4gua e foi verificado um consideravel nimero
médio de ligacdes de hidrogénio = 44 (4) sendo o desvio padrao de 9,46%. A Figura 24 (a) e
(c) exibem o padrdo dos RMSDs obtidos nas duas dindmicas moleculares. A andlise da

dindmica quantica que foi produzida durante um intervalo total de 50 ps.

Sabe-se que a estabilidade dos complexos depende das condigdes do solvente em torno
da macromolécula e das intera¢des intermoleculares. O menor valor de RMSD desse complexo
na dinamica quantica ¢ explicado pelo célculo em solvente implicito. Os valores do RMSD
classico e quantico foram iguais a 1,1 (1) nm na simulagao classica e na quantica o valor foi de
0,5 (1) nm. As ligacdes de hidrogénio entre as moléculas do solvente e o complexo favorecem a
maior variagdo conformacional o que caracteriza uma estrutura da quitosana com menor grau
de empacotamento molecular que foi exibida na Figura 24 (b). As propriedades moleculares

obtidas pelos diferentes métodos foram comparadas e os valores foram semelhantes.
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Figura 24 - (a) RMSD do agregado de quitosana e metildiclofop durante os ultimos cinco
nanossegundos de simulagdo por dinamica cldssica (b) RMSD do agregado de quitosana e
metildiclofop durante 50 picossegundos de simulagao por dindmica quantica semiempirica,
ap6s 50ns de dinamica classica. (¢) configuracdo do agregado de metildiclofop e quitosana

obtido na DM e (d) Configuragdo desse complexo obtido na DMBO.
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Fonte: Autor, (a) e (b) através do programa Grace 5.1 (Graphing, Advanced Computation and
Exploration of Data) e VMD em (c) e (d).(Turner 2005)(Humphrey, Dalke, and Schulten
1996b)

A Figura 25 (a) confronta o RDF obtido pela trajetoria da DM classica e pela BOMD para
verificar a formagdo de ligagdes de hidrogénio no sistema contendo metildiclofop. A curva
obtida na simula¢do quéntica teve um pico menor devido ao menor tempo de simulagdo. E
importante ressaltar que foram realizados 50 ps de BOMD quantica e 50 ns de DM. A partir da

trajetoria de DM foi obtida a formagdo uma ligacdo de hidrogénio entre a carbonila do
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metildiclofop com o grupo aminoprotonado da quitosana com tempo de vida médio igual a 0,11
ps. A observagdo do grafico de RDF na Figura 18 (a) indica uma forte interagdo entre os grupos
aminoprotonados (-NH3") do carboidrato e o oxigénio grupo carbonila (C = O) do herbicida. A
existéncia de interagdes fortes foi percebida devido ao pico de g(r) em r ~ 0,3 nm, o que indica
interagcdo ¢ que os atomos dos pares analisados ficaram bastante proximos. Essa distancia ¢é

caracteristica de interacoes fortes.

Portanto, as metodologias classicas e quanticas confirmam que a quitosana pode
biossorver o metildiclofop em ambiente aquatico. Para confirmar a hipdtese da ocorréncia de
interagdo entre a quitosana e o herbicida foi realizada célculo a funcdo g(r) entre o par
interagente também pela dindmica quantica. Os valores obtidos tiveram excelente
concordancia. Os perfis mostrados na Figura 25 tiveram uma boa sobreposi¢do e mostraram a

formagao de interagdes atrativas no processo de adsor¢ao do herbicida.

Figura 25 - Distribui¢do radial de pares obtida pela dinamica classica (vermelho) e quantica

(preto)
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Fonte: Autor, através do programa Grace 5.1 (Graphing, Advanced Computation and

Exploration of Data)
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Capitulo 5

CONCLUSOES

No presente trabalho foram obtidas as propriedades moleculares dos trés distintos
agregados de quitosana com metildiclofop, diclofop e glifosato, a partir das quais foi possivel
desenvolver a elucidacdo mecanistica das interagdes existentes na biossor¢ao desses herbicidas
pelo quitosana. A simulacdo dos modelos tedricos por dinamica molecular permitiu a
elucidagdo de situacdes em que os métodos experimentais nao conseguem descrever
detalhadamente. As diferentes metodologias (classica e quantica) forneceram resultados que
concordaram entre si e indicaram a quitosana (material obtido a partir de fontes renovaveis, de
facil obteng¢do e 100% biocompativel com o ser humano) como um excelente bioadsorvente,
versatil e capaz de ser utilizado como material quelante na remog¢do dos herbicidas em
ambientes aquaticos contaminados.

As interacdes especificas entre os herbicidas e a quitosana foram calculadas nas
dindmicas moleculares com o campo de forca classico e também com o uso da abordagem
quantica. As dinamicas de equilibrio ¢ de ndo equilibrio, ambas classicas, mostraram que a
biossor¢do desses herbicidas ocorreram devido a formagao de ligagdes de hidrogénio e de Van
der Waals , intermoleculares, que estabilizaram os complexos, sendo que nos agregados com os
herbicidas diclofop e glifosato as interagdes eletrostaticas foram as que mais contribuiram para
a estabilidade de seus agregados. Esses dois herbicidas se ligaram mais fortemente com a
quitosana. Isso ocorreu devido a presenca de grupo aminoprotonados (NH;") da quitosana que
interagiram principalmente com os grupos especificos (CO;" do diclofop e CO, e POsH do
glifosato) dos ligantes, por interacdes Coulombicas. Entdo um aumento no numero de grupos
aminoprotonados, pode ser capaz de aumentar o grau de biossor¢cdo dos herbicidas pelo
biopolimero, que poderd ocorrer devido a formacdo do maior nimero de interacdes
eletrostaticas intermoleculares. Outro importante fator observado foi que as ligacdes de
hidrogénio entre as moléculas de agua e os agregados foram responsaveis pelas suas
estabilidades.

Em contrapatida, as interagdes de Van der Waals contribuiram mais do que as
eletrostaticas na estabilizacdo do agregado formado pela quitosana com o metildiclofop. Os
valores das energias livres de ligacdo obtidas pelos diferentes métodos cléssicos (no equilibrio
e fora do equilibrio) confirmaram as espontanecidades das biossor¢cdes de todos os herbicidas

pelo biopolimero. O mecanismo de interacdo entre a quitosana e os herbicidas a nivel
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atomistico foi elucidado, através de inimeras simulag¢des por dinamicas direcionais, que foram
realizadas aplicando-se forgas externas para a retirada dos herbicidas sorvidos na quitosana.

A formacgao das interagdes intermoleculares também foi observada na dindmica quantica
semiempirica, com campo de for¢ca quantico, recentemente desenvolvido pela equipe de
Grimme. Neste apecto, ambas as metodologias cldssicas e quanticas exibiram a formacgao das
interagdes no agregado de quitosana com os herbicidas e confirmaram o potencial quelante da

quitosana sobre esses compostos.
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Capitulo 6

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A utilizacdo das metodologias cldssicas e quantica favoreceu o entendimento do
mecanismo de interagdo da quitosana com diferentes herbicidas, o que levou ao entedimento de
que a quitosana além de remover os herbicidas, pode atuar na detec¢ao deles e pode substituir
as enzimas (como por exemplo a ACCase) que funcionalizam a ponta do microscopio de forga
atomica.(E. F. Franca et al. 2011b) Essa solug@o ¢ uma alternativa economicamente muito mais
viavel. Entdo nesse sentido, a realizacdo das seguintes etapas sdo proporstas como atividades a

serem realizadas em trabalhos futuros a partir deste trabalho de tese:

1 - Realizar dinamicas as dinamicas direcionais para o metildiclofop e para o diclofop (tornar a

curva de PMF mais suave);
2 — Realizar dinamicas direcionais para o glifosato (comparar os valores de PMF);
3 — Realizar experimentos de AFM funcionalizado com a quitosana (deteccao de herbicidas);

4 — Realizar dinamica direta com o glifosato e o diclofop (comparar com os dados obtidos para

o metildiclofop).

Os calculos podem ser realizados para os herbicidas deste trabalho, assim como para
outros herbicidas. Também poderdo ser utilizados outros contaminantes, assim como metais
pesados, pesticidas, bisfenol A dentre outros. A abordagem da dindmica direta ou DMBO ¢
altamente encorajada, pois ndo necessita de parametrizacao dos ligantes e ¢ realizada com um

baixo custo computacional
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